Implication de la protéase mastocytaire 4 dans la biosynthèse de l'endothéline-1, le développement de l'athérosclérose et l'infarctus du myocarde chez la souris by Houde, Martin




IMPLICATION DE LA PROTÉASE MASTOCYTAIRE 4 DANS LA BIOSYNTHÈSE DE 
L’ENDOTHÉLINE-1, LE DÉVELOPPEMENT DE L’ATHÉROSCLÉROSE ET 
















Département de pharmacologie et physiologie 




Thèse présentée à la Faculté de Médecine et des Sciences de la Santé 
en vue de l’obtention du grade 










Pre Élyse Bissonnette, Département de Médecine, Université Laval 
Pr Abdelouahed Khalil, Département de Médecine, Université de Sherbrooke 
Pr Pedro D’Orléans-Juste 
Département de Pharmacologie et Physiologie, Université de Sherbrooke 
Pr Guylain Boulay 









Le scientifique n’est pas la personne qui fournit les vraies réponses 
C’est celle qui pose les vraies questions 
- Claude Lévi-Strauss
 i 
TABLE DES MATIÈRES 
 
1 LISTE DES COMMUNICATIONS .............................................................. xi 
1.1 Publications .................................................................................................................. xi 
1.1.1 Articles composant la thèse ................................................................................. xi 
1.1.2 Contributions à d’autres articles de recherche ................................................ xii 
1.1.3 Revues de littérature ........................................................................................... xii 
1.1.4 Chapitre de volume ............................................................................................ xiii 
1.1.5 Commentaire éditorial....................................................................................... xiii 
1.2 Présentations orales ................................................................................................... xiv 
1.3 Présentations par affiche ............................................................................................ xv 
2 LISTE DES FIGURES ................................................................................. xvi 
3 LISTE DES TABLEAUX ............................................................................. xix 
4 LISTE DES ABBRÉVIATIONS ...................................................................xx 
5 RÉSUMÉ ...................................................................................................... xxiii 
6 INTRODUCTION ............................................................................................. 1 
6.1 La chymase .................................................................................................................... 1 
6.1.1 Les mastocytes ....................................................................................................... 1 
6.1.1.1 Ontogénie des mastocytes ................................................................................... 1 
6.1.1.2 Caractéristiques des différentes populations de mastocytes ............................... 4 
6.1.2 Rôles des mastocytes ............................................................................................. 6 
6.1.2.1 Modèles d’études des mastocytes ....................................................................... 7 
 ii 
6.1.2.1.1 Modèles indépendants du récepteur c-kit ..................................................... 9 
6.1.2.2 Rôles immunitaires ........................................................................................... 10 
6.1.2.3 Activation des mastocytes................................................................................. 13 
6.1.2.4 Mécanismes d’inhibition de l’activité mastocytaire ......................................... 15 
6.1.3 Les protéases mastocytaires ............................................................................... 19 
6.1.3.1 Entreposage des protéases................................................................................. 19 
6.1.3.2 La carboxypeptidase A3 ................................................................................... 20 
6.1.3.3 La tryptase ......................................................................................................... 20 
6.1.3.4 Les cathepsines lysosomales et autres protéases non-spécifiques .................... 22 
6.1.4 Caractéristiques générales de la chymase......................................................... 22 
6.1.5 Phylogénétique des différentes chymases ......................................................... 24 
6.1.5.1 Locus de chymase mastocytaire........................................................................ 24 
6.1.5.2 mMCP-1 ............................................................................................................ 28 
6.1.6 L’activité chymase des mastocytes de tissus conjonctifs ................................. 31 
6.1.6.1 Activité catalytique de la chymase ................................................................... 32 
6.1.6.2 Substrats de la chymase .................................................................................... 33 
6.2 L’endothéline-1 ........................................................................................................... 37 
6.2.1 Récepteurs de l’endothéline ............................................................................... 38 
6.2.1.1 Activation des récepteurs ETA et ETB............................................................... 38 
6.2.1.1.1 Agonistes..................................................................................................... 38 
6.2.1.1.2 Signalisation des récepteurs de l’endothéline ............................................. 41 
6.2.1.2 Activité cardiovasculaire du système endothélinergique .................................. 42 
6.2.2 Biosynthèse de la Big ET-1 ................................................................................. 45 
 iii 
6.2.2.1 Génétique .......................................................................................................... 45 
6.2.2.2 Maturation en Big ET-1 .................................................................................... 46 
6.2.3 Synthèse de l’ET-1 par l’ECE ............................................................................ 46 
6.2.3.1 Identification de l’ECE ..................................................................................... 46 
6.2.3.2 Autres substrats des ECE .................................................................................. 48 
6.2.4 Synthèse de l’ET-1 indépendante de l’ECE...................................................... 49 
6.2.4.1 Synthèse de l’ET-1 (1-31) par la chymase ........................................................ 49 
6.2.4.2 Conversion de l’ET-1 (1-31) en ET-1 ............................................................... 50 
6.2.5 Importance physiopathologique de la chymase dans l’activité du système 
endothélinergique ........................................................................................ 58 
6.2.5.1 Impact de la répression de l’ECE fœtale ........................................................... 58 
6.2.5.2 Impact de la chymase sur l’activité de la Big ET-1 .......................................... 59 
6.3 Implication physiopathologique de la chymase ........................................................ 62 
6.3.1 Système pulmonaire ............................................................................................ 62 
6.3.2 Système rénal ....................................................................................................... 63 
6.3.3 Système de l’ET-1 ............................................................................................... 65 
6.4 L’athérosclérose .......................................................................................................... 65 
6.4.1 La problématique de l’athérosclérose ............................................................... 65 
6.4.1.1 Les complications associées ............................................................................. 66 
6.4.2 Description de l’athérosclérose .......................................................................... 66 
6.4.2.1 L’initiation des lésions lipidiques ..................................................................... 67 
6.4.2.2 La dysfonction endothéliale .............................................................................. 67 
6.4.2.3 L’initiation de l’inflammation par l’endothélium ............................................. 69 
 iv 
6.4.2.4 Formation de l’athérome ................................................................................... 70 
6.4.2.5 Invasion de l’athérome par les cellules musculaires lisses vasculaires ............ 70 
6.4.2.6 Formation du cap fibreux .................................................................................. 71 
6.4.2.7 Rupture du cap fibreux...................................................................................... 71 
6.4.2.8 Athérothrombose, sténose et infarctus .............................................................. 72 
6.4.3 Les modèles d’athérosclérose chez la souris ..................................................... 73 
6.4.3.1 Diètes athérogènes ............................................................................................ 73 
6.4.3.2 La souris LDLR-/- .............................................................................................. 74 
6.4.3.3 La souris ApoE-/- ............................................................................................... 74 
6.4.3.3.1 Les rôles de l’apolipoprotéine E ................................................................. 74 
6.4.3.3.2 Le phénotype des souris ApoE-/- ................................................................. 75 
6.4.3.4 L’ET-1 en athérosclérose .................................................................................. 75 
6.4.3.5 La chymase en athérosclérose ........................................................................... 79 
6.5 L’infarctus du myocarde ............................................................................................ 84 
6.5.1 La mort cellulaire hypoxique ............................................................................. 85 
6.5.2 Le choc cardiogénique ........................................................................................ 86 
6.5.3 La reperfusion ..................................................................................................... 88 
6.5.4 Les phases de guérison du myocarde ................................................................ 89 
6.5.4.1 La phase inflammatoire..................................................................................... 89 
6.5.4.2 La phase proliférative ....................................................................................... 91 
6.5.4.3 La phase de maturation ..................................................................................... 92 
6.5.5 Rôle des mastocytes dans l’infarctus du myocarde ......................................... 93 
6.5.6 La chymase lors de l’infarctus du myocarde .................................................... 95 
 v 
7 Mise en contexte et hypothèses de l’étude .....................................................98 
8 Introduction méthodologique.......................................................................101 
9 ARTICLE 1 ....................................................................................................106 
9.1 Résumé en français ................................................................................................... 107 
9.2 Manuscrit original .................................................................................................... 108 
9.2.1 Abstract .............................................................................................................. 110 
9.2.2 Introduction ....................................................................................................... 111 
9.2.3 Methods .............................................................................................................. 113 
9.2.3.1 Animals ........................................................................................................... 113 
9.2.3.2 RNA extraction and Reverse-Transcription Quantitative PCR ...................... 114 
9.2.3.3 Specific chymotrypsin-like activity in vitro ................................................... 114 
9.2.3.4 In vitro conversion of Big-ET-1 to ET-1 (1-31) ............................................. 115 
9.2.3.5 Telemetric hemodynamic recording in conscious mice .................................. 115 
9.2.3.6 Hemodynamic recording in vivo ..................................................................... 116 
9.2.3.7 Measurement of plasmatic immunoreactive-ET-1 (1-31) and immunoreactive-
ET-1 following Big-ET-1 administration in vivo ................................ 117 
9.2.3.8 Measurement of endogenous tissular IR-ET-1 ............................................... 117 
9.2.3.9 Statistical analysis ........................................................................................... 118 
9.2.4 Results ................................................................................................................ 118 
9.2.4.1 Expression of ET-1 generating enzymes in mMCP-4(-/-) mice ..................... 118 
9.2.4.2 Reduced chymase-like activity in mMCP-4(-/-) mice tissue homogenates. ... 118 
9.2.4.3 Absence of in vitro conversion of Big-ET-1 to ET-1 (1-31) in mMCP-4(-/-) 
mice ..................................................................................................... 120 
 vi 
9.2.4.4 No difference in basal hemodynamic parameters in WT and mMCP-4(-/-) mice
 ............................................................................................................. 120 
9.2.4.5 Reduced potency of Big-ET-1 in mMCP-4(-/-) mice. .................................... 123 
9.2.4.6 The residual response to Big-ET-1 is insensitive to chymase and NEP 
inhibition in mMCP-4(-/-) mice .......................................................... 123 
9.2.4.7 Reduced in vivo generation of IR-ET-1 (1-31) and IR-ET-1 in mMCP-4(-/-) 
mice after Big-ET-1 administration. ................................................... 124 
9.2.4.8 Reduced endogenous IR-ET-1 levels in the lungs of mMCP-4(-/-) mice ...... 127 
9.2.5 Discussion........................................................................................................... 130 
9.2.6 Acknowledgments ............................................................................................. 134 
9.2.7 Authorship Contributions ................................................................................ 135 
9.2.8 References .......................................................................................................... 136 
9.2.9 Footnotes ............................................................................................................ 142 
9.3 Suppléments............................................................................................................... 143 
9.3.1 Supplementary Figures and Tables ................................................................. 143 
9.3.2 Supplementary Methods .................................................................................. 150 
9.3.2.1 DNA extraction and genotyping ..................................................................... 151 
9.3.2.2 RNA extraction and RT-qPCR ....................................................................... 151 
9.3.2.3 Hemodynamic recording in vivo ..................................................................... 152 
9.3.2.4 Hemodynamic recording in conscious mice ................................................... 153 
9.3.2.5 Specific chymotrypsin-like activity in vitro ................................................... 154 
9.3.2.6 In vitro conversion of Big-ET-1 to ET-1 (1-31) ............................................. 154 
 vii 
9.3.2.7 Measurement of plasmatic IR-ET-1 (1-31) and IR-ET-1 following Big-ET-1 
administration in vivo .......................................................................... 155 
9.3.2.8 Measurement of endogenous tissular IR-ET-1 ............................................... 156 
10 ARTICLE 2 ....................................................................................................157 
10.1 Résumé en français ................................................................................................... 158 
10.2 Manuscrit original .................................................................................................... 159 
10.2.1 ABSTRACT ....................................................................................................... 160 
10.2.2 INTRODUCTION............................................................................................. 161 
10.2.3 MATERIALS AND METHODS ..................................................................... 163 
10.2.3.1 Animals ........................................................................................................... 163 
10.2.3.2 Study design .................................................................................................... 163 
10.2.3.3 Aortic en face atherosclerosis imaging ........................................................... 166 
10.2.3.4 Histochemistry ................................................................................................ 166 
10.2.3.5 Statistical analysis ........................................................................................... 167 
10.2.4 RESULTS .......................................................................................................... 168 
10.2.4.1 Aortic atherosclerotic lesions .......................................................................... 168 
10.2.4.2 Brachiocephalic artery histology .................................................................... 171 
10.2.5 DISCUSSION .................................................................................................... 171 
10.2.6 CONCLUSIONS ............................................................................................... 175 
10.2.7 ACKNOWLEDGMENTS ................................................................................ 175 
10.2.8 CONFLICT OF INTEREST ............................................................................ 176 
10.2.9 REFERENCES .................................................................................................. 176 
11 ARTICLE 3 ....................................................................................................181 
 viii 
11.1 Résumé en français ................................................................................................... 182 
11.2 Manuscrit original .................................................................................................... 183 
11.2.1 ABSTRACT ....................................................................................................... 185 
11.2.2 INTRODUCTION............................................................................................. 187 
11.2.3 METHODS ........................................................................................................ 188 
11.2.3.1 Animals ........................................................................................................... 188 
11.2.3.2 Animal Protocol .............................................................................................. 188 
11.2.3.3 Positron Emission Tomography ...................................................................... 189 
11.2.3.4 Microscopic morphology analysis .................................................................. 190 
11.2.3.5 Proteomics....................................................................................................... 191 
11.2.3.5.1 Sample preparation for the LC-MS/MS glycoproteomic analysis .......... 191 
11.2.3.5.2 LC-MS/MS analysis................................................................................ 191 
11.2.3.5.3 Data analysis ........................................................................................... 192 
11.2.3.6 Enzymatic assays ............................................................................................ 192 
11.2.3.7 Tissue ET-1 measurement............................................................................... 193 
11.2.3.8 Statistics .......................................................................................................... 193 
11.2.4 RESULTS .......................................................................................................... 194 
11.2.4.1 Mouse survival ................................................................................................ 194 
11.2.4.2 Cardiac hemodynamics ................................................................................... 196 
11.2.4.3 Cardiac metabolism and morphology ............................................................. 196 
11.2.4.4 Glycoproteomic analysis ................................................................................. 200 
11.2.4.5 Enzymatic assays ............................................................................................ 202 
11.2.4.6 Tissue ET-1 measurement............................................................................... 202 
 ix 
11.2.5 DISCUSSION .................................................................................................... 203 
11.2.6 ACKNOWLEDGMENTS ................................................................................ 209 
11.2.7 DECLARATION OF INTEREST ................................................................... 209 
11.2.8 REFERENCES .................................................................................................. 209 
11.2.9 Supplemental Methods ..................................................................................... 218 
11.2.9.1 Positron Emission Tomography ...................................................................... 218 
11.2.9.2 Proteomics....................................................................................................... 220 
11.2.9.2.1 Sample preparation for the LC-MS/MS glycoproteomic analysis .......... 220 
11.2.9.2.2 LC-MS/MS analysis................................................................................ 221 
11.2.9.2.3 Data analysis ........................................................................................... 222 
11.2.9.2.4 Sample preparation ................................................................................. 222 
11.2.9.2.5 LC-MS analysis ...................................................................................... 223 
11.2.9.2.6 Peptide quantification ............................................................................. 223 
11.2.9.3 Enzymatic assays ............................................................................................ 224 
11.2.9.4 Tissue ET-1 measurement............................................................................... 225 
11.2.9.5 Supplemental References ................................................................................ 226 
11.2.10 Supplementary Results ..................................................................................... 227 
12 DISCUSSION ................................................................................................230 
12.1 Résumé des résultats ................................................................................................. 230 
12.2 Le rôle de la mMCP-4 dans l’activité de la Big ET-1 chez la souris .................... 233 
12.3 La répression de la mMCP-4 et l’antagonisme des récepteurs de l’endothéline en 
athérosclérose chez la souris ................................................................................ 239 
12.4 L’infarctus du myocarde dans la souris mMCP-4-/- .............................................. 243 
 x 
12.5 L’inhibition de la chymase comme cible pharmacologique .................................. 254 
13 CONCLUSIONS ...........................................................................................260 
14 PERSPECTIVES...........................................................................................261 
15 REMERCIEMENTS ....................................................................................263 
16 RÉFÉRENCES ..............................................................................................265 
  
 xi 
1 LISTE DES COMMUNICATIONS 
 
1.1 Publications 
1.1.1 Articles composant la thèse 
 
HOUDE, M., JAMAIN, M.D., LABONTÉ, J., DESBIENS, L., PEJLER, G., GURISH, M., 
TAKAI, S., D’ORLÉANS-JUSTE, P. (2013). Pivotal role of mouse mast cell protease 4 in the 
conversion and pressor properties of Big-endothelin-1. J Pharm Exp Ther. 346(1):31-7. 
 
HOUDE, M., DESBIENS, L., SCHWERTANI, A., PEJLER, G., IGLARZ, M., D’ORLÉANS-
JUSTE, P. (2016). Endothelin receptor antagonist macitentan or deletion of mouse mast cell 
protease 4 delays lesion development in atherosclerotic mice. Life Sci, 159:71-5. 
 
HOUDE, M., SCHWERTANI, A., DESBIENS, L., TOUIL, H., LECOMPTE, R., LEPAGE, M., 
GAGNON, H., TAKAI, S., PEJLER, G., DAY, R., D’ORLÉANS-JUSTE, P. Mouse mast cell 
protease 4 deletion protects heart function and mouse survival after acute myocardial infarction. 
Manuscrit soumis à J Mol Cell Cardiol le 16 décembre 2016, numéro de soumission 






1.1.2 Contributions à d’autres articles de recherche 
 
BROCHU, I., HOUDE, M., DESBIENS, L., SIMARD, E., GOBEIL, F., SEMAAN, W., 
BKAILY, G., D’ORLÉANS-JUSTE, P. (2013). High salt-induced hypertension in B2 knockout 
mice is corrected by the ETA antagonist, A127722. Br J Pharmacol. 170(2):266-77. 
 
 
SEMAAN, W., DESBIENS, L., HOUDE, M., LABONTÉ, J., GAGNON, H., YAMAMOTO, D., 
TAKAI, S., LAIDLAW, T., BKAILY, G., SCHWERTANI, A., PEJLER, G., LÉVESQUE, C., 
DESJARDINS, R., DAY, R., D’ORLÉANS-JUSTE, P. (2015) Chymase inhibitor-sensitive 
synthesis of endothelin-1 (1-31) by recombinant mouse mast cell protease 4 and human chymase. 
Biochem Pharmacol. 94(2):91-100. 
 
CARRIER, E.*, HOUDE, M.*, GRANDBOIS, M., BKAILY, G., WARNER, T.D., 
D’ORLÉANS-JUSTE, P. Inhibition of platelet aggregation ex vivo is repressed in apolipoprotein 
E(-/-) mice. Manuscrit en préparation pour Can J Physiol Pharmacol. 
* : Co-premiers auteurs 
 
1.1.3 Revues de littérature 
 
D’ORLÉANS-JUSTE, P., HOUDE, M., RAE, G.A., BKAILY, G., CARRIER, E., SIMARD, E. 
(2008) Endothelin-1 (1-31): from chymase-dependent synthesis to cardiovascular pathologies. 
Vascul Pharmacol. 49(2-3):51-62. 
 xiii 
 
HOUDE, M., LABONTÉ, J., D’ORLÉANS-JUSTE, P. (2011). Peptide and non-peptide 
antagonists targeting endothelin receptors in physiology and pathology. Curr Pharm Des. 
17(25):2613-25. 
 
HOUDE, M., SEMAAN, W., RAE, G., D’ORLÉANS-JUSTE, P. (2012). GPCR models of pain 
in cardiovascular diseases: Contributions of kinins and endothelins. Drug Disc Today: Dis Models. 
9(3):e137-42. 
 
1.1.4 Chapitre de volume 
 
HOUDE, M., DESBIENS, L., D’ORLÉANS-JUSTE, P. (2016). Endothelin-1 synthesis, 
signalling and vasoreactivity. Adv Pharmacol, 77:143-75. 
 
1.1.5 Commentaire éditorial 
 
D’ORLÉANS-JUSTE, P., HOUDE, M., SEMAAN, W. (2013). Are sildenafil derivatives useful 






1.2 Présentations orales 
 
Reduced pressor response to big-endothelin-1 in murine mast cell protease 4 deficient mice. 11th 
International Conference on Endothelin, ET-11. Montréal, QC, Canada. 9-12 septembre 2009. 
 
La protéase mastocytaire murine 4 (mMCP-4) est l’isoforme de la chymase participant à la 
conversion de la Big-Endothéline-1 chez la souris. 52e Réunion du Club de Recherche Clinique 
du Québec. Bromont, QC, Canada. 23-25 septembre 2010. 
 
Mouse mast cell protease 4 generates endothelin-1 in vitro and in vivo. 12th International 
Conference on Endothelin, ET-12. Cambridge, Royaume-Uni. 11-14 septembre 2011. 
 
Mouse mast cell protease-4-dependent production of ET-1 (1-31) and progression of 
atherosclerosis. 13th International Conference on Endothelin, ET-13. Tokyo, Japon. 8-11 
septembre 2013. 
 
Improved survival and cardiac function following myocardial infarction in mouse mast cell 
protease-4 deficient mice. IACS NORTH AMERICAN 2015, Annual Meeting of the International 
Academy of Cardiovascular Sciences (IACS) North America Section. Omaha, NE, États-Unis. 




1.3 Présentations par affiche 
 
Réduction de l’activité de la big-endothéline-1 dans les souris déficientes pour la protéase 
mastocytaire 4. Journée PHARE 2011. Orford, QC, Canada. 4 novembre 2011. 
 
The Mouse Mast Mell Protease 4 is Involved in the Generation of Endothelin-1 In Vitro and In 
Vivo. American Heart Association Scientific Sessions 2012. Los Angeles, CA, États-Unis, 4-7 
novembre 2012. 
 
La production d’ET-1 (1-31) et la progression de la plaque athéromateuse dépendantes de la 
protéase mastocytaire murine 4 dans le modèle murin d’athérosclérose spontanée, la souris 
apolipoprotéine E knock-out. Journée PHARE 2013. Orford, QC, Canada. 21-22 novembre 2013. 
 
Improved survival and cardiac function following myocardial infarction in mouse mast cell 
protease-4 deficient mice. IACS NORTH AMERICAN 2015, Annual Meeting of the International 
Academy of Cardiovascular Sciences (IACS) North America Section. Omaha, NE, États-Unis. 





2 LISTE DES FIGURES 
 
Figure 1 : Développement des mastocytes ...................................................................................... 2 
Figure 2 : Micrographie électronique d'un mastocyte et d'un basophile......................................... 4 
Figure 3 : Morphologie d'un mastocyte au repos et dégranulé ....................................................... 6 
Figure 4 : Communication cellulaire des mastocytes dans la réponse immunitaire contre les 
pathogènes............................................................................................................................. 12 
Figure 5 : Effets de la dégranulation des mastocytes sur différents systèmes de l'organisme ...... 16 
Figure 6 : Activation de la dégranulation des mastocytes ............................................................ 17 
Figure 7 : Arbre phylogénétique des différentes chymases chez les mammifères ....................... 30 
Figure 8 : Les endothélines ........................................................................................................... 39 
Figure 9 : Biosynthèse et activité vasculaire de l'ET-1 ................................................................. 56 
Figure 10 : Schématisation de la progression de l’athérosclérose ................................................ 68 
Figure 11 : Activité des mastocytes dans le développement de l'athérome .................................. 82 
Figure 12 : Schéma du rôle central de la mMCP-4 dans l'étude ................................................. 100 
Figure 13 : Inhibiteurs enzymatiques utilisés dans l'étude 1 ...................................................... 102 
Figure 14 : L’antagoniste des récepteurs à l’endothéline, utilisé dans l'étude 2, et son métabolite 
actif. .................................................................................................................................... 104 
 xvii 
Figure 15 : Figure 1, Article 1 .................................................................................................... 119 
Figure 16 : Figure 2, Article 1 .................................................................................................... 121 
Figure 17 : Figure 3, Article 1 .................................................................................................... 122 
Figure 18 : Figure 4, Article 1 .................................................................................................... 125 
Figure 19 : Figure 5, Article 1 .................................................................................................... 126 
Figure 20 : Figure 6, Article 1 .................................................................................................... 128 
Figure 21 : Figure 7, Article 1 .................................................................................................... 129 
Figure 22 : Figure Supplémentaire 1, Article 1 .......................................................................... 146 
Figure 23 : Figure Supplémentaire 2, Article 1 .......................................................................... 148 
Figure 24 : Figure Supplémentaire 3, Article 1 .......................................................................... 149 
Figure 25 : Figure 1, Article 2 .................................................................................................... 165 
Figure 26 : Figure 2, Article 2 .................................................................................................... 169 
Figure 27 : Figure 3, Article 2 .................................................................................................... 170 
Figure 28 : Figure 4, Article 2 .................................................................................................... 172 
Figure 29 : Figure 5, Article 2 .................................................................................................... 174 
Figure 30 : Figure 1, Article 3 .................................................................................................... 195 
Figure 31 : Figure 2, Article 3 .................................................................................................... 197 
 xviii 
Figure 32 : Figure 3, Article 3 .................................................................................................... 201 
Figure 33 : Figure 4, Article 3 .................................................................................................... 204 
Figure 34 : Figure Supplémentaire 1, Article 3 .......................................................................... 227 
Figure 35 : Figure Supplémentaire 2, Article 3 .......................................................................... 228 
  
 xix 
3 LISTE DES TABLEAUX 
 
Tableau 1 : Inhibiteurs de chymase .............................................................................................. 26 
Tableau 2 : Les différents types de mastocytes et leurs protéases spécifiques ............................. 29 
Tableau 3 : Pharmacologie de l'ET-1 (1-31) dans les modèles animaux in vitro ......................... 51 
Tableau 4 : Pharmacologie de l'ET-1 (1-31) sur des tissus humains in vitro ............................... 52 
Tableau 5 : Pharmacologie de l'ET-1 (1-31) dans des organes perfusés ou in vivo ..................... 55 
Tableau 6 : Effets de l'inhibition de la chymase sur l'activité de la Big ET-1 .............................. 60 
Tableau 7 : Tableau supplémentaire 1, Article 1 ........................................................................ 144 
Tableau 8 : Tableau supplémentaire 2, Article 1 ........................................................................ 145 
Tableau 9 : Tableau Supplémentaire 3, Article 1 ....................................................................... 147 
Tableau 10 : Tableau 1, Article 3................................................................................................ 198 
Tableau 11 : Tableau 1, Article 3................................................................................................ 216 
Tableau 12 : Tableau Supplémentaire 1, Article 3 ..................................................................... 224 
  
 xx 
4 LISTE DES ABBRÉVIATIONS 
α-SMA : Actine du muscle lisse α (α-smooth muscle actin) 
ABC : Artère brachiocéphalique (BCA : brachiocephalic artery)
AMC : 7-Amino-4-méthylcoumarin 
AMPc : Adénosine 5’-monophosphate cyclique 
Ang : Angiotensine (Ang-I, Ang-II) 
ApoA, ApoB, ApoE : Apolipoprotéine A, B (46 ou 100 kDa), E 
ARA : Antagoniste de récepteur à l’angiotensine 
AT1 : Récepteur 1 de l’angiotensine-II 
ATP : Adénosine 5’-triphosphate 
BH4 : Tétrahydrobioptérine 
C3a, C5a : Protéines du complément 3 et 5 activées 
C3aR, C5aR : Récepteurs aux protéines du complément 3 et 5 activées 
C57BL/6 : Souris C57 noire 6 
Cellule NK : cellules tueuses naturelles (natural killer cell) 
Cellules CHO : Cellules d’ovaire de hamster chinois (Chinese hamster ovary cells) 
CHAPS : 3-[(3-cholamidopropyl)diméthylammonio]-1-propanesulfonate 
CLP : Progéniteur lymphoïde commun (common lymphoid progenitor) 
CLP : Ligature et perforation ceacale (ceacal ligature and puncture) 
CMLV : Cellules musculaires lisses vasculaires 
CMP : Progéniteur myéloïde commun (common myeloid progenitor) 
CPA : Carboxypeptidase A 
CS : Sulfate de chondroïtine 
CTMC : Mastocyte tissu conjonctif (connective tissue mast cell) 
DAG : Diacyl glycérol 
DPPI : Dipeptidyl peptidase I 
DTT : Dithiothréitrol 
ECA : Enzyme de conversion de l’angiotensine 
ECE : Enzyme de conversion de l’endothéline 
ECG : Électrocardiogramme 
EIA : Essai immuno-enzymatique (enzyme immuno assay) 
EDRF : Facteurs relaxant dérivés de l’endothélium (endothelium-derived relaxing factors) 
eNOS : Synthase de l’oxyde nitrique endothéliale (endothelial nitric oxide synthase) 
ERK : Kinase régulée par l’extracellulaire (extracellular-regulated kinase) 
ET-1 : Endothéline-1 
ETA : Récepteur de l’endothéline A 
ETB : Récepteur de l’endothéline B 
FcεRIα : Récepteur au fragment commun des IgE Iα 
FcγR : Récepteur au fragment commun des IgG 
18F-FDG : 18F-Fluorodéoxyglucose 
GPCR, RCPG : Récepteur couplé à une protéine G (G-protein coupled receptor) 
HDL : Lipoprotéine de haute densité (high-density lipoprotein) 
HMGB1 : Protéine du groupe de haute mobilité B1 (high mobility group protein B1) 
HPLC : Chromatograhie liquide à haute performance (high performance liquid chromatography) 
Hsp60, 70: Protéine de choc thermique de 60, 70 kDa (heat shock protein 60, 70 kDa) 
 xxi 
IC50 : Concentration pour bloquer 50 % de la liaison/réponse 
IMA : Infarctus du myocarde aigü (AMI : acute myocardial infarction) 
Ig : Immunoglobuline (IgA, IgG, IgE) 
IGF-1 : Facteur de croissance similaire à l’insuline-1 (insulin-like growth factor-1) 
IKKβ (IKK-2) : Inhibiteur de la sous-unité β de la kinase du facteur nucléaire κB (inhibitor of 
nuclear factor κB kinase subunit-β) 
IL : Interleukine 
IP3 : Inositol 1,4,5-trisphosphate 
IR : Ischémie-reperfusion 
IRM : Imagerie par résonance magnétique (MRI : magnetic resonance imaging) 
Ki : Constante d’inhibition 
KO : knock-out, gène réprimé 
LAD : Artère coronaire antérieure descendante gauche (left anterior descending coronary artery) 
LC : Chromatographie liquide (liquid chromatography) 
LDL : Lipoprotéine de faible densité (low-density lipoprotein) 
LDL-R : Récepteur des lipoprotéines de faible densité 
MALDI : Désorption/ionisation au laser assistée par une matrice (matrix-assisted laser 
desorption/ionisation) 
MAPK : Protéine kinase activée par un mitogène (mitogen-activated protein kinase) 
MCP-1 : Protéine chimiotactique les monocytes-1 (monocyte chemotactic protein-1) 
MCT : Mastocyte tryptase (mast cell tryptase) 
MCTC : Mastocyte tryptase-chymase (mast cell tryptase-chymase) 
MLC1/MLC3 : Chaine légère de la myosine 1/3 (myosin light chain 1/3) 
MMC : Mastocyte des muqueuses (mucosal mast cell)  
mMCP : Protéase mastocytaire de souris (mouse mast cell protease) 
MMP : Métalloprotéase de la matrice (MMP-1, -2, etc) (matrix metalloproteinase) 
MMRG : Taux métabolique myocardique de glucose (myocardial metabolic rate of glucose) 
Mrgprb2 : Récepteur b2 couplé à une protéine G relié à Mas (Mas-related G protein coupled 
receptor b2) 
MS : Spectrométrie de masse (mass spectrometry) 
ND : Diète normale (normal diet) 
NEP : Néprilysine, endopeptidase neutre 24.11 
NF-κB : Facteur nucléaire κB 
NO : Oxyde nitrique (nitric oxide) 
NT : Neurotensine 
Ox-LDL : Lipoprotéine de faible densité oxydée 
PAF : Facteur activant les plaquettes (platelet-activating factor) 
PAR-2 : Récepteur activé par une protéase-2 (protease-activated receptor-2) 
PBS : Tampon phosphate salin (phosphate buffered saline) 
PCR : Réaction en chaine de la polymérase (polymerase chain reaction) 
PGI2 : Prostaglandine I2, prostacycline 
PI-3K : Phosphatidyl-inositol 3’-kinase 
PLA, PLC : Phospholipase (A ou C) 
PKA, PKB, PKC : Protéine kinase (A, B ou C) 
PRR : Récepteur de reconnaissance de patrons (pattern recognition receptor) 
rMCP : Protéase mastocytaire de rat (rat mast cell protease) 
 xxii 
rmMCP-4, rmIGF-1 : mMCP-4, IGF-1 recombinant de souris  
RT-qPCR : PCR quantitatif après transcription inverse (reverse-transcription quantitative PCR) 
S6a, S6b, S6c, S6d : Sarafotoxine (a, b, c ou d) 
SCF : Facteur des cellules souches (stem cell factor) 
solECE-1 : Enzyme de conversion de l’endothéline 1 soluble 
SP : Substance P 
Src : Sarcoma 
TEP : Tomographie par émission de positrons (PET : positron emission tomography) 
TGF-β : Facteur de croissance transformant-β (transforming growth factor-β) 
TLR : Récepteur similaire à Toll (Toll-like receptor) 
TOF : Temps de vol (time of flight) 
TNF-α : Facteur de nécrose des tumeurs α (tumor necrosis factor-α) 
UV : Ultraviolet 
VCAM : Molécule d’adhésion cellulaire vasculaire (vascular cell adhesion molecule) 
VEGF : Facteur de croissance vasculaire endothélial (vascular endothelial growth factor) 
VIP : Peptide vasoactif intestinal (vasoactive intestinal peptide) 
WD : Diète athérogénique de type Western (Western diet) 




IMPLICATION DE LA PROTÉASE MASTOCYTAIRE 4 DANS LA BIOSYNTHÈSE DE 
L’ENDOTHÉLINE-1, LE DÉVELOPPEMENT DE L’ATHÉROSCLÉROSE ET 
L’INFARCTUS DU MYOCARDE CHEZ LA SOURIS 
 
MARTIN HOUDE 
Département de pharmacologie et physiologie 
Thèse présentée en vue de l’obtention du grade de Philosophiae Doctor. 
 
La chymase est une protéase à sérine issue des mastocytes des tissus conjonctifs, dont 
l’isoforme chez la souris est la protéase mastocytaire-4 (mMCP-4). Elle clive la Big endothéline-1 
(Big ET-1) en ET-1 (1-31), qui doit ensuite être clivée en ET-1 par la néprilysine (NEP) pour être 
biologiquement active. L’inhibition de la chymase montre l’importance de cette voie dans 
l’activité de la Big ET-1 exogène chez la souris. La chymase est aussi impliquée dans le 
développement des lésions athérosclérotiques et de leur rupture dans les modèles animaux et dans 
l’infarctus du myocarde chez l’humain. Dans des modèles expérimentaux de cette complication, 
l’inhibition pharmacologique de la chymase améliore la survie, les paramètres hémodynamiques 
cardiaques et le remodelage ventriculaire. Le but de notre étude était de confirmer le rôle spécifique 
de la mMCP-4 dans la synthèse de l’ET-1, la progression de l’athérosclérose et les conséquences 
de l’infarctus du myocarde chez la souris. 
Nous avons donc évalué l’impact de la répression génétique de la mMCP-4 dans la souris 
C57BL/6 (souris mMCP-4-/-). Les souris mMCP-4-/- montrent une réponse hémodynamique 
diminuée à la Big ET-1 exogène. La production d’ET-1 et d’ET-1 (1-31) plasmatique est diminuée 
chez la souris mMCP-4-/-. Celle-ci exprime aussi des taux endogènes pulmonaires d’ET-1 réduits. 
Les souris mMCP-4-/- affichent également une réduction de l’étendue des lésions 
athérosclérotiques à un stade précoce de la pathologie dans l’aorte de la souris athérosclérotique, 
la souris déficiente pour l’apolipoprotéine E (ApoE-/-). L’antagoniste mixte des récepteurs de 
l’endothéline, le macitentan, réduit aussi l’étendue des lésions dans les stades plus avancés de la 
pathologie. La répression de la mMCP-4 améliore les signes de stabilité de l’athérome avancé dans 
l’artère brachiocéphalique plus efficacement que le macitentan. Enfin, les souris mMCP-4-/- 
soumises à une ligature permanente de l’artère coronaire antérieure descendante gauche montrent 
une survie nettement supérieure à celle leurs congénères de type sauvage. L’histochimie montre 
que le remodelage et l’amincissement aigus sont moins importants dans les ventricules de souris 
mMCP-4-/-, les protégeant contre la rupture de la paroi libre du ventricule affectant toutes les souris 
WT qui n’ont pas complété l’étude de survie. L’imagerie par tomographie par émission de 
positrons (TEP) révèle que les ventricules gauches cardiaques des souris mMCP-4-/- sont moins 
dilatés, leur fraction d’éjection est mieux conservée et la zone infarcie est moins grande. L’analyse 
glycoprotéomique indique que l’apolipoprotéine A1 est augmentée par la répression de la 
mMCP-4, qui diminue aussi les niveaux pulmonaires d’ET-1 24 h après l’infarctus. 
En conclusion, nos résultats montrent un rôle important de la mMCP-4 dans la synthèse de 
l’ET-1, le développement des lésions athérosclérotiques et les dommages causés par l’infarctus du 
myocarde chez la souris. 
 
Mots-clés : Artères, Athérosclérose, Chymase, Cœur, Endothéline-1, Infarctus du myocarde, 




6.1 La chymase 
La première mention d’une enzyme issue de mastocytes possédant une activité de type 
chymotrypsine date de 1953 par la description de la dégradation d’esters chloroacétyliques par les 
mastocytes sur des coupes de la rate d’un patient (GOMORI, 1953). Comme la chymotrypsine 
possède cette activité, la spécificité catalytique de l’enzyme mastocytaire fut déduite à partir de 
mastocytes isolés du péritoine de rat avec la comparaison avec l’α-chymotrypsine et la trypsine 
bovines (BENDITT & ARASE, 1959). La même activité fut ensuite déterminée à partir d’extraits 
de cellules mastocytaires dans une étude qui conféra à la chymase son nom (LAGUNOFF & 
BENDITT, 1963). La présence de cette activité fut ensuite démontrée dans les granules de 
sécrétions des mastocytes (LAGUNOFF et al., 1964, BERGQVIST et al., 1971).  
6.1.1 Les mastocytes 
6.1.1.1 Ontogénie des mastocytes 
Les mastocytes sont des cellules d’origine hématopoïétique découvertes grâce à leur grande 
capacité de captage d’un colorant alcalin, nommées mastzellen d’après un aliment d’engraissement 
d’animaux de ferme, mast, car leur découvreur pensait que les granules étaient signe de cellules 
bien nourries (EHRLICH, 1878, KITAMURA et al., 1978). Les mastocytes proviennent de 
cellules souches hématopoïétiques empruntant la voie myéloïde pour devenir le progéniteur des 
granulocytes-macrophages. Ces cellules peuvent donner naissance aux monocytes, éosinophiles, 
neutrophiles et aux cellules progénitrices des mastocytes et basophiles. Un autre groupe de cellules 
progénitrices de mastocytes provient directement des cellules souches. 
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Figure 1 : Développement des mastocytes 
Développement des mastocytes à partir des cellules souches hématopoïétiques (HSC). Les HSC 
se différencient en deux lignées : les progéniteurs lymphoïdes (CLP) et myéloïdes (CMP) 
communs. Les CLP mènent au développement des lymphocytes, cellules tueuses naturelles 
(cellules NK) et cellules dendritiques (lignées lymphoïdes). Les CMP peuvent se différencier en 
précurseurs des érythrocytes, en mégakaryocytes (précurseurs des plaquettes), en progéniteurs de 
granulocytes ou monocytes (GMP) ou directement en précurseurs des mastocytes (MCP). Les 
GMP peuvent donner naissance aux éosinophiles, monocytes, neutrophiles, au précurseur commun 
de mastocytes et basophiles (BMCP) ou directement au précurseur des basophiles (BPC). Les 
MCP peuvent donner naissance aux deux sous-groupes majeurs des mastocytes, les mastocytes 
des tissus conjonctifs (CTMC, connective tissue mast cell) ou des muqueuses (MMC, mucosal 
mast cell). La différenciation des CMP en MPC se fait sous la stimulation par le facteur des cellules 
souches (SCF) et l’interleukine-3 (IL-3) (boîte rouge) et l’activation des facteurs de transcription 
MITF (microphtalmia-associated transcription factor), STAT5 (signal transducer and activator 
of transcription 5), GATA1 et 2 (protéines liant le GATA) (boîte bleue). Les basophiles sont aussi 
différenciés par l’IL-3, mais conjointement avec la lymphopoïétine thymique stromale (TSLP) au 
lieu du SCF, et les facteurs de transcription P1-RUNX1 (distal promoter-derived runt-related 
transcription factor-1) et C/EBPα (CCAAT/enhancer-binding protein-α) remplaçant MITF et 
GATA1. Les progéniteurs des mastocytes et des basophiles sont positifs pour CD34 et la 
sous-unité α du récepteur I du fragment constant ε (FcεRIα), avec une différence dans l’expression 
de c-kit (+ pour les MPC, - pour les BPC). Figure adaptée de Voehringer (2013) et reproduite avec 












Les précurseurs des mastocytes circulants sont des cellules CD34+ (Figure 1). Le facteur clé 
dans leur différenciation est le facteur de cellules souches (stem cell factor, SCF), le ligand de 
CD117, aussi appelé c-kit, ou KIT (le SCF peut aussi être appelé KIT-ligand, ou KITL). Le SCF 
active c-kit sur les progéniteurs de mastocytes dans la moelle osseuse pour les inciter à entrer dans 
la circulation. Le SCF incite aussi les mastocytes à intégrer leurs tissus hôtes pour se différencier 
en mastocytes matures, principalement, mais pas uniquement, aux endroits proches de l’interaction 
avec l’extérieur comme les muqueuses et les tissus conjonctifs. L’IL-3 joue aussi un rôle clé dans 
la différenciation des mastocytes (VOEHRINGER, 2013).  
Les mastocytes et basophiles sont souvent considérés comme des analogues, les mastocytes 
résidant dans les tissus alors que les basophiles restent dans la circulation. Comme le montre la 
Figure 1, les deux types de cellules ont des origines qui peuvent être difficiles à distinguer 
(VOEHRINGER, 2013). Les basophiles sont matures lorsqu’ils quittent la moelle osseuse alors 
que les mastocytes complètent leur maturation dans leurs tissus hôtes (KITAMURA et al., 1978, 
KITAMURA et al., 1979). Les deux types de cellules, riches en granules de sécrétion, contiennent 
de l’histamine, de la carboxypeptidase A3 (CPA3), et le FcεRI. Plus volumineux, le mastocyte n’a 
pas de noyau lobé à la différence du basophile (voir Figure 2). De plus, une analyse récente du 
transcriptome des basophiles et des mastocytes révèle que les basophiles ont en fait plus de 
caractéristiques communes avec les autres granulocytes circulant que les mastocytes, cellules 
hétérogènes uniques parmi les leucocytes (DWYER et al., 2016).  
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Figure 2 : Micrographie électronique d'un mastocyte et d'un basophile 
Microscopie électronique à transmission d’un mastocyte partiellement dégranulé (M, à gauche) et 
d’un basophile (B, à droite) dans la sous-muqueuse iléale d’un patient atteint de la maladie de 
Crohn. Le noyau du mastocyte est plus uniforme que celui du basophile, dont on voit deux lobes 
distincts (n) sur cette tranche. Il a une membrane plasmique plus complexe et des granules plus 
nombreux, et plus petits, que le basophile. Micrographie tirée de Kawakami et Galli (2002), qui 
ont reproduit l’image de Dvorak et al. (1980), et reproduite avec la permission de Nature 
Publishing Group. 
 
6.1.1.2 Caractéristiques des différentes populations de mastocytes 
Les mastocytes sont divisés en deux grandes classes selon qu’ils soient du tissu conjonctif ou 
des muqueuses : les CTMC et les MMC. Ces deux classes sont aussi séparées chez l’homme selon 
leurs protéases, les mastocytes tryptase-chymase (MCTC) et les mastocytes tryptase (MCT), 
correspondant généralement aux CTMC et aux MMC respectivement (CAUGHEY, 2016). Les 
mastocytes ont comme caractéristique commune leur important contenu en protéases granulaires : 
jusqu’à 35 % de leur contenu protéique total. Ces protéases peuvent être spécifiques aux 
mastocytes ou partagées avec d’autres cellules comme les basophiles ou les neutrophiles. De plus, 
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les mastocytes sont grandement impliqués dans l’hypersensibilité de type I, possédant les 
récepteurs aux immunoglobulines E (IgE), FcεRI, pouvant ainsi sécréter de vastes quantités 
d’histamine, de sérotonine, de cytokines entreposées telles que le facteur de nécrose tumorale α 
(TNF-α, tumor necrosis factor α) des interleukines en plus de leurs protéases, autant des 
cathepsines lysosomales (comme la cathepsine C, ou dipeptidyl peptidase I (DPPI)), granzymes, 
la neurolysine que des protéases spécifiques (WERNERSSON & PEJLER, 2014). 
Les MMC sont peu présents en conditions physiologiques. Leur présence dans les tissus, 
principalement dans l’intestin et les poumons, est dépendante de l’activité des lymphocytes Th1 
(ALCAIDE et al., 2007). Elle est fortement augmentée lors de la présence d’un pathogène, 
illustrant leur rôle dans l’immunité. Elles ont généralement une vie courte de quelques semaines 
(SHEA-DONOHUE et al., 2010).  
Les CTMC sont des cellules à vie relativement longue, pouvant aller jusqu’à plusieurs mois 
dans leur tissu hôte. Elles peuvent se dégranuler plusieurs fois et reconstituer leur contenu 
granulaire. La Figure 3 illustre l’impact de la dégranulation sur la morphologie du mastocyte. Ces 
cellules sont présentes de manière plus constitutive que les MMC et sont concentrées dans des 
tissus moins exposés aux pathogènes, comme le péritoine ou le derme. Les CTMC sont aussi 





Figure 3 : Morphologie d'un mastocyte au repos et dégranulé 
Micrographie électronique à transmission montrant un mastocyte péritonéal de rat au repos (à 
gauche) en comparaison à un mastocyte de même origine ayant subi une dégranulation (à droite). 
Le cytoplasme du mastocyte au repos est rempli de granules de sécrétion denses en électrons qui 
entourent le noyau. À droite, après la dégranulation, des corridors de sécrétion sont ouverts où les 
granules ont disparu, ayant été sécrétés. En bas du mastocyte, un point hors de la cellule représente 
un restant de granule, matrice de serglycine-héparine contenant des protéases actives telles que la 
tryptase et la chymase. Le tout est contrôlé, le cytoplasme et le noyau restent intacts. Image tirée 
de Wernersson et Pejler (2014) et reproduite avec la permission de Nature Publishing Group. 
 
6.1.2 Rôles des mastocytes 
Les mastocytes sont traditionnellement reconnus comme des cellules inflammatoires cruciales 
pour les réactions anaphylactiques. Comme l’illustre la Figure 6, les mastocytes possèdent un 
récepteur, FcεRI, reconnaissant le fragment constant des anticorps IgE. Ceux-ci peuvent se lier à 
la sous-unité FcεRIα sans induire une signalisation dans le mastocyte, le complexe IgE-FcεRIα 
devenant un nouveau récepteur spécifique à l’épitope reconnu par l’anticorps. Lorsque plusieurs 
IgE reconnaissent un antigène multivalent, ils causent l’agrégation des FcεRI, induisant leur 
signalisation et l’activation du mastocyte. Celui-ci répond en libérant le contenu de ses granules 
de sécrétion, dont le facteur le plus connu est l’histamine (WERNERSSON & PEJLER, 2014). Un 
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autre mécanisme, indépendant de l’immunité acquise, semble être l’activation du récepteur 
Mrgprx2 (Mas-related G protein coupled receptor X2, son orthologue est Mrgprb2 chez la souris) 
sur les mastocytes des tissus conjonctifs (MCNEIL et al., 2015). En plus de l’histamine, les 
mastocytes relâchent une panoplie de facteurs pré-formés comme des protéases, des cytokines, 
molécules bactéricides, etc. (WERNERSSON & PEJLER, 2014). Suite à leur activation, les 
mastocytes produisent aussi des facteurs lipidiques comme des leukotriènes, des prostaglandines 
et le facteur activateur des plaquettes (PAF, platelet activating factor).  
6.1.2.1 Modèles d’études des mastocytes 
Des mutations qui réduisent grandement le nombre de mastocytes dans la souris sont apparues 
naturellement, facilitant l’étude du rôle des mastocytes. Ces mutations affectent le système du SCF 
(locus Sl, ou Steel) et son récepteur c-kit (CD117, sur le locus W ou White spotting). L’absence de 
l’un ou l’autre de ces gènes (souris Sl/Sl ou W/W, respectivement SCF-/- et c-kit-/-) résulte en la 
mort in utero ou périnatale des souris en raison d’une grave anémie macrocytique (BROUDY, 
1997). Ces mutations naturelles montrent le rôle crucial du système SCF-kit dans le 
développement in utero. Ces souris présentent des défauts dans la pigmentation et la mélanogénèse 
et une absence marquée de mastocytes (RUSSELL, 1979). L’identité de la cible de la mutation W 
a ensuite été déterminée comme étant le proto-oncogène c-kit, un récepteur tyrosine kinase 
(CHABOT et al., 1988), alors que l’identification de son ligand dans le locus Sl, le SCF, aussi 
initialement appelé facteur de croissance des mastocytes, a suivi dans une série d’articles parus 
dans les journaux Cell et Nature en octobre 1990 (ANDERSON et al., 1990, COPELAND et al., 
1990, MATSUI et al., 1990, WILLIAMS et al., 1990, ZSEBO et al., 1990a, ZSEBO et al., 1990b). 
Un grand nombre de génotypes résultant en une mortalité précoce, ou des individus viables mais 
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stériles, existent chez la souris. Ces phénotypes sont les produits de mutations affectant l’un ou 
l’autre de ces deux loci et incluent un déficit massif de mastocytes (BESMER et al., 1993) 
Il existe des mutations avec des phénotypes moins drastiques, par exemple une mutation 
ponctuelle dans le domaine kinase ou une diminution du SCF. La mutation Steel-Dickie (Sld) 
résulte en la formation du SCF soluble, mais en l’absence de la forme transmembranaire du facteur 
de croissance (BROUDY, 1997). Les souris hétérozygotes Sl/Sld sont viables, mais stériles, de 
souche unique (WCB6F1), fourrure blanche et yeux noirs, présentant une anémie macrocytique 
grave (RUSSELL, 1979). Elles présentent un important déficit en mastocytes matures. Ce 
phénotype ne peut être secouru par une greffe de moelle osseuse de mastocytes de type sauvage 
car leur déficience provient de leur environnement, et non des mastocytes eux-mêmes. 
Les souris W/W sont, comme les souris Sl/Sl, non viables, mais peuvent aussi être secourues 
par une hétérozygotie. L’allèle W résulte d’une mutation ponctuelle dans le gène de c-kit, résultant 
en une protéine tronquée non-fonctionnelle. L’allèle Wv (aussi exprimé W-v, le v étant pour viable 
dominant spotting) exprime le récepteur complet, mais avec une mutation dans le domaine kinase 
du récepteur. Les souris hétérozygotes W/Wv sont viables, avec une diminution des mastocytes de 
99 % (BESMER et al., 1993). Cependant, leur souche est restreinte (WBB6F1-W/W
v), elles 
souffrent d’anémie en plus d’un grand nombre d’autres déficiences, et les mâles sont stériles 
(VOEHRINGER, 2013). La mutation sash (ceinture blanche) résulte de l’inversion d’une séquence 
de 3 Mpb, contenant 27 gènes (GRIMBALDESTON et al., 2005). Les souris Wsh/Wsh (W-sh/W-sh) 
sont fertiles, non-anémiques et de souche C57BL/6 (LYON & GLENISTER, 1982). Elles ont tout 
de même des défauts hématopoïétiques comme la neutrophilie, thrombocytose, des niveaux réduits 
d’IgE, une hypertension légère et une hypertrophie cardiaque (GRIMBALDESTON et al., 2005, 
NIGROVIC et al., 2008). Contrairement aux souris Sl/Sld, les souris avec des mutations dans le 
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locus W peuvent recevoir des greffes de mastocytes dérivés de moelle osseuse de souris de type 
sauvage pour reconstituer leurs populations de mastocytes, aidant à isoler l’effet des mutations sur 
les mastocytes par rapport aux autres cellules affectées. Cette technique a aussi l’avantage que les 
investigateurs peuvent modifier à leur guise les cellules à réimplanter, par exemple pour installer 
une déficience d’une protéine spécifiquement dans les mastocytes (SUZUKI & VERMA, 2008). 
Toutefois, ces reconstitutions ne reflètent pas exactement la composition des mastocytes chez la 
souris saine, avec des manques de mastocytes dans certains organes (comme le cerveau) et une 
surreprésentation dans le parenchyme de poumon et la rate (TANZOLA et al., 2003, JOHNZON 
et al., 2016). 
6.1.2.1.1 Modèles indépendants du récepteur c-kit 
Plus récemment, des modèles de mutations artificielles ont été créés pour générer des délétions 
plus spécifiques des mastocytes, en utilisant des promoteurs qui y sont spécifiquement activés et 
le système Cre/loxP (SAUER, 1987). La recombinase Cre est ainsi placée sous le contrôle d’un 
promoteur spécifique aux mastocytes (ou partagé avec les basophiles) comme le gène de mMCP-5 
(spécifique aux CTMC) ou celui de la CPA3 (affecte tous les mastocytes et une grande proportion 
des basophiles). Le gène floxé (délété par Cre) régule la survie cellulaire en utilisant, par exemple, 
le gène anti-apoptotique Mcl-1 (protéine de différentiation cellulaire de leucémie myéloïde induite, 
induced myeloid leukemia cell differentiation protein) ou un codon stop dans le gène la toxine de 
la diphtérie. L’utilisation du récepteur de la toxine de la diphtérie peut aussi rendre ce modèle 
inductible pharmacologiquement (SCHOLTEN et al., 2008, DUDECK et al., 2011, LILLA et al., 
2011). Enfin, deux modèles indépendants de Cre expriment le récepteur de la diphtérie sous le 
contrôle du promoteur de l’IL-4, utilisant un potentialisateur intronique spécifique aux mastocytes 
et aux basophiles (SAWAGUCHI et al., 2012), ou sur le gène de FcεRI. Ce dernier modèle montre 
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que les basophiles se reconstituent rapidement, après administration de leurs précurseurs dans ces 
souris, contrairement aux mastocytes qui peuvent prendre des mois (DAHDAH et al., 2014).  
6.1.2.2 Rôles immunitaires 
Bien que mieux connus pour leur rôle dans les réactions anaphylactiques, les mastocytes sont 
des cellules impliquées dans la défense de l’hôte contre les pathogènes. D’un point de vue évolutif, 
ces cellules sont peut-être les plus vieux immunocytes du monde vivant, pré-datant les chordés il 
y a plus de 500 millions d’années (CAVALCANTE et al., 2002, WONG et al., 2014). Ils expriment 
en effet une multitude de récepteurs reconnaissant des patrons moléculaires (PRR, pattern 
recognition receptors), comme les récepteurs similaires à Toll (TLR, Toll-like receptor). Les PRR 
sont activés par des patrons moléculaires associés à des pathogènes (PAMP, pathogen-associated 
molecular patterns) conservés, leur permettant de reconnaître directement le pathogène 
(TRINCHIERI & SHER, 2007). Par l’intermédiaire de CD48, les mastocytes peuvent aussi 
directement détecter et phagocyter des bactéries comme Escherichia coli, Mycobacterium 
tuberculosis et Staphyloccocus aureus (MALAVIYA et al., 1999, MUNOZ et al., 2003, ROCHA-
DE-SOUZA et al., 2008). Les mastocytes contribuent aussi à l’immunité innée par la chimiotaxie 
des neutrophiles (par le TNF-, des leucotriènes, les chimiokines CXCL1 et CXCL2 [chemokine 
C-X-C motif ligand], et même l’activation du récepteur activé par des protéases-2 [PAR-2, 
protease activated receptor-2] par la tryptase) et leur activation par l’IL-6 (SUTHERLAND et al., 
2008, JOHNZON et al., 2016). 
Les mastocytes jouent également un rôle important dans l’immunité acquise. Ils peuvent 
exprimer les complexes d’histocompatibilité majeurs (MHC, major histocompatibility complex) et 
présenter des antigènes aux lymphocytes T CD4+. Ils peuvent aussi contribuer au recrutement des 
cellules dendritiques, bien plus efficaces dans la présentation d’antigène (GALLI et al., 2005). Ils 
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possèdent des récepteurs pour certains anticorps (les récepteurs FcγRI et FcγRII liant IgG et 
FcεRI), leur permettant d’être sensibilisés à des antigènes précédemment reconnus par l’hôte. Les 
mastocytes peuvent ensuite être activés lorsque les anticorps à leur surface sont agglomérés par 
des antigènes polyvalents (WOOLHISER et al., 2001, KAWAKAMI & GALLI, 2002). Ces 
mêmes cellules peuvent éliminer les bactéries phagocytées mais peuvent aussi sécréter des 
peptides bactéricides comme la cathélicidine (DI NARDO et al., 2008). Les mastocytes peuvent 
aussi répondre à l’activation du complément, possédant des récepteurs pour les anaphylatoxines 
C3a et C5a (ALI, 2010). Enfin, les mastocytes répondent à une panoplie de facteurs pro- et anti-
inflammatoires comme un grand nombre de cytokines (le TNF-α par exemple), des peptides tels 
la neurotensine, la substance P, l’endothéline-1, etc. Étant impliqués en première ligne de 
l’immunité innée, ils sont aussi centraux dans l’initiation de la réponse immunitaire (Figure 4).  
C’est en utilisant les souris W/Wv que de premières études ont montré un rôle bénéfique des 
mastocytes dans la réponse antibactérienne. Ainsi, les mastocytes protègent les souris dans un 
modèle de sepsis induit par la ligature et la ponction du caecum (modèle CLP, ceacal ligature and 
puncture) (ECHTENACHER et al., 1996) ou lors de l’administration intrapéritonéale de 
différentes souches bactériennes (MALAVIYA et al., 1996, JOHNZON et al., 2016). De plus, 
l’action bénéfique des mastocytes a été confirmée pour le modèle CLP avec des souris Wsh/Wsh 
(PILIPONSKY et al., 2010) et lors de l’infection par Mycoplasma pneumonia (XU et al., 2006) et 
E. coli (SHELBURNE et al., 2009). Cependant, le rôle bénéfique des mastocytes dépend de la 
sévérité de l’infection, alors qu’une infection très sévère révèle un rôle néfaste des mastocytes par 
la trop grande production de TNF- (PILIPONSKY et al., 2010), d’IL-4 (DAHDAH et al., 2014), 




Figure 4 : Communication cellulaire des mastocytes dans la réponse immunitaire contre les 
pathogènes 
Les mastocytes influencent un grand nombre de cellules effectrices dans la réponse immunitaire 
contre les pathogènes comme les phagocytes (neutrophiles, macrophages et cellules dendritiques), 
lymphocytes T et B, ainsi que des cellules non-immunitaires comme les cellules endothéliales et 
musculaires lisses dans les vaisseaux sanguins ainsi que les cellules épithéliales en contact avec le 
milieu extérieur. LT(B, C, D) : Leucotriènes ; Fc : partie déterminant la classe de l’anticorps ; 
PG(E, I) : Prostaglandine ; CCL5 : ligand chimiokine (motif C-C) 5 ; IL(-4, -6) : Interleukine. 
Figure adaptée de Abraham et St-John (2010) et reproduite avec la permission de Nature 
Publishing Group. Le lecteur est également invité à visualiser plus en détail les médiateurs 
chimiques impliqués dans la communication avec les autres cellules immunitaires dans la figure 2 
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utilisés par une bactérie, Salmonella typhimurium, pour inhiber le recrutement des neutrophiles 
(CHOI et al., 2013). Globalement, il semble que la charge infectieuse détermine la contribution 
apportée par les mastocytes dans la guérison de l’hôte (JOHNZON et al., 2016). 
Les mastocytes sont aussi reconnus dans la défense de l’hôte contre les organismes 
pluricellulaires parasitaires. Ces organismes sont trop gros pour être éliminés par phagocytose ou 
attaques cytotoxiques (VOEHRINGER, 2013). Les helminthes sont des nématodes, petits vers 
affectant 2 milliards d’êtres humains et causant des dégâts considérables au bétail. Les mastocytes 
font partie de la première ligne de défense, générant des cytokines telles que l’IL-4 et l’IL-13, 
orientant la réponse immunitaire vers le type II. Ces cytokines induisent la production de mucus, 
la déposition de collagène et l’accélération du renouvellement des cellules épithéliales, tous des 
mécanismes pour contrer la destruction et l’invasion du tissu par le ver, en plus d’orienter la 
réponse des autres cellules inflammatoires. Par exemple, Trichinella spiralis requiert les protéases 
mastocytaires pour être éliminé par l’hôte (KNIGHT et al., 2000, SHIN et al., 2008). Les 
mastocytes peuvent aussi réduire la reproduction du ver Heligmosomoides polygorus 
(HASHIMOTO et al., 2010). Les mastocytes contribuent aussi à isoler les vers dans des 
granulomes, structures permettant la contention des vers et aider à la survie de l’hôte tout en 
préservant les vers dans un milieu relativement sécuritaire pour eux et rendant difficile leur 
élimination (KING et al., 1997). Les mastocytes peuvent aussi contribuer à la résistance acquise 
face aux tiques ixodidae lors d’une infection secondaire (MATSUDA et al., 1990). 
6.1.2.3 Activation des mastocytes 
La dégranulation des mastocytes peut affecter un grand nombre d’organes dans l’organisme, 
tel que l’illustre la Figure 5, le choc anaphylactique (syncope) étant la conséquence la plus grave 
si l’antigène est reconnu systémiquement. Cependant, les mastocytes peuvent relâcher 
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sélectivement des composés sans dégranuler tout leur contenu (THEOHARIDES et al., 2007). 
Cette relâche sélective leur permet d’influer sur leur milieu environnant sans déclencher de grande 
réaction inflammatoire. Par exemple, l’IL-1 et l’hormone relâchant la corticotropine (CRH) 
incitent les mastocytes à relâcher respectivement de l’IL-6 et du facteur de croissance vasculaire 
endothélial (VEGF, vascular endothelial growth factor), sélectivement et sans dégranulation 
(KANDERE-GRZYBOWSKA et al., 2003, CAO et al., 2005).  
Une étude récente (GAUDENZIO et al., 2016) montre que la substance P, qui active Mrgprx2 
(Mrgprb2 chez la souris), et les IgE activent les mastocytes de façon bien différente. L’activation 
de Mrgprx2 (ainsi que celle de ETA, C3aR et C5aR) mène rapidement à la relâche de granules 
uniques alors que l’activation de FcεRIα mène à une dégranulation plus lente, mais plus soutenue, 
de plus gros granules fusionnés. Ces effets sont observés autant sur des mastocytes humains que 
chez la souris in vivo. De plus, ces deux modes d’activation mènent à des différences importantes 
dans la relâche de facteurs néoformés, tels les médiateurs lipidiques comme les leucotriènes et les 
prostaglandines, la protéine chimio-attirant les monocytes-1 (MCP-1) et le VEGF qui ne sont 
produits que par l’activation de FcεRI. Celui-ci est aussi nettement plus efficace pour activer le 
recrutement d’autres leucocytes, comme les neutrophiles, in vivo (GAUDENZIO et al., 2016). Ces 
résultats illustrent que différents agonistes induisent différents modes de dégranulation des 
mastocytes, qui peuvent aussi répondre différemment selon leur sous-population. Par exemple, 
seuls les CTMC expriment Mrgprx2 (ou Mrgprb2). De plus, les mastocytes humains pulmonaires 
et cutanés montrent des différences dans la fusion des granules avant leur externalisation 
(DVORAK et al., 1985, DVORAK et al., 1991).  
La mobilisation du calcium est cruciale pour l’activation des mastocytes (Figure 6). 
L’activation de FcεRI peut mener au recrutement de tyrosine-kinases de la famille Src (sarcoma), 
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ce qui active la kinase Syk (tyrosine kinase de la rate, spleen tyrosine kinase). Celle-ci peut alors, 
par le biais de protéines adaptatrices, activer la phospholipase C (PLC pour induire la 
production d’inositol-3,4,5-triphosphate (IP3) et à l’activation de la relâche de Ca2+ du réticulum 
endoplasmique ; activer la voie des GTPases Ras/Rho et des MAPK (protéine kinase activée par 
un mitogène, mitogen-activated protein kinase). L’activation de la PLC mène aussi à l’activation 
de la protéine kinase C (WU, 2011). L’activation de Mrgprx2 active aussi la voie calcique dans le 
mastocyte (ROBAS et al., 2003), de même que les récepteurs ETA (YAMAMURA et al., 1994), 
C3aR (TORNETTA et al., 1997) et C5aR par exemple (WERFEL et al., 1996).  
6.1.2.4 Mécanismes d’inhibition de l’activité mastocytaire 
Les mastocytes peuvent aussi voir leur activité être inhibée de multiples façons. L’homologue de 
la phosphatase et de la tensine (PTEN, phosphatase and tensin homologue) et la kinase du 
C-terminal de Src (Csk, C-terminal Src kinase), peuvent inhiber la signalisation induite par FcεRI, 
par exemple (WU, 2011). L’oxyde nitrique (NO, nitric oxide) empêche la signalisation par FcεRI 
en bloquant les facteurs de transcription Fos et Jun et la phosphorylation de PLCγ, étant surtout 
efficace pour bloquer la synthèse des cytokines néoformées (DAVIS et al., 2004). L’héparine et 
surtout le sulfate de chondroïtine peuvent aussi inhiber l’activation des mastocytes 
(THEOHARIDES et al., 2000), mais l’héparine peut aussi contribuer à leur activation en étant 
reconnue par le facteur de coagulation XII, activant le système de contact, menant à l’activation 
des mastocytes par la bradykinine (SALA-CUNILL et al., 2015). Les inhibiteurs endogènes de 
protéases α1-antitrypsine et inhibiteur de protéase sécrété des leucocytes (SLPI, secretory 
leukocyte protease inhibitor) peuvent aussi empêcher la dégranulation des mastocytes (HE et al., 
2004), mais leur action directe reste à confirmer car les protéases qu’ils ciblent peuvent aussi 




Figure 5 : Effets de la dégranulation des mastocytes sur différents systèmes de l'organisme 
Les médiateurs les plus importants cliniquement impliqués dans les différents effets sur plusieurs 
systèmes principaux dans l’organisme avec les principaux symptômes potentiels sur le patient. Les 
effets cardiovasculaires peuvent mener à un choc circulatoire potentiellement mortel. CysLT : 
cystéinyl-leucotriène ; PAF : facteur activateur des plaquettes ; RANKL : ligand du récepteur 
activateur du facteur nucléaire B ; VIP : peptide vasoactif intestinal. Figure reproduite avec la 
permission et adaptée de Theoharides et al. (2015). Copyright Massachussetts Medical Society. 
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Figure 6 : Activation de la dégranulation des mastocytes 
L’agglomération de FcRI mène à l’activation de Fyn, Lyn et Syk, kinases de la famille de Src. 
Lyn et Syk peuvent phosphoryler la protéine adaptatrice LAT, nécessaire à l’activation de la PLCγ. 
Celle-ci, par la production d’IP3 et de diacyl glycérol (DAG), active la relâche de Ca2+ du réticulum 
endoplasmique ainsi que l’activation de la PKC, qui induisent la dégranulation. Fyn peut aussi 
activer la phosphatidyl-inositol-3’-kinase (PI-3K), qui active la PKCδ, menant aussi à la 
dégranulation. La relâche du Ca2+ endoplasmique est complémentée par l’entrée de Ca2+ par le 
canal cationique à potentiel temporaire opéré par un récepteur 1 (TRPC1, transient receptor 
potential cation channel 1) et la protéine canal calcique activée par la relâche de Ca2+ Orai1. Les 
granules immatures proviennent du réseau trans-Golgien, où leur contenu protéique est produit. 
L’histamine entre dans les granules immatures par un canal spécifique en même temps que le 
granule est acidifié. Lors de l’activation, les granules maintenant matures peuvent fusionner avant 
la dégranulation. Ils peuvent aussi générer des fragments de granules, qui sont sécrétés sans la 
dégranulation du mastocytes (exocytose « piecemeal »). Figure tirée de Wernersson et Pejler 
(2014) et reproduite avec la permission de Nature Publishing Group. Non montrée sur cette figure, 
l’activation du mastocyte par des GPCR peut aussi entraîner la dégranulation sans fusion des 
granules (GAUDENZIO et al., 2016). De plus, un autre type d’exocytose a été proposé, la 
cavicapture, ou fusion temporaire, impliquant la création d’un pore de fusion entre le granule et la 
membrane plasmique, qui peut laisser passer une partie du contenu granulaire soluble avant de se 
refermer (ELHAMDANI et al., 2006, BLANK et al., 2014).  
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L’IL-10 peut aussi inhiber les mastocytes sous certaines conditions (CONTI et al., 2003). Le 
facteur de croissance transformant-β (TGF-β, transforming growth factor-β) est probablement le 
mécanisme endogène le plus connu d’inhibition des mastocytes, sans toutefois directement 
empêcher leur dégranulation. Le TGF-β réduit l’expression de FcεRIα de façon post-
transcriptionnelle (GOMEZ et al., 2005). Il réduit aussi l’expression de c-kit, FcγRI et du marqueur 
de mastocytes T1/ST2 (le récepteur de l’IL-33) et diminue la maturation tardive des mastocytes et 
de leur contenu granulaire (KASHYAP et al., 2005). Encore une fois, l’effet peut être double, alors 
que le TGF-β peut aider à la maturation précoce des mastocytes mucosaux et leur expression de 
mMCP-1 (MILLER et al., 1999). 
L’activité des mastocytes peut aussi être modulée pharmacologiquement. Le stabilisateur de 
mastocytes le plus connu est le cromolyn (cromoglycate de disodium (DSCG)) (ORR & COX, 
1969). Des proches parents du cromolyn sont le lodoxamide (CASE et al., 1982) et le nedocromil 
(LAL et al., 1984). Avec des molécules de structures plus différentes comme le pemirolast 
(YANAGIHARA et al., 1988) et le tranilast (AZUMA et al., 1976) ces composés ont d’abord été 
développés pour le traitement des réactions allergiques et sont les précurseurs des antagonistes des 
récepteurs à l’histamine. D’ailleurs, un autre stabilisateur de mastocytes répandu, le kétotifen, 
possède aussi une activité anti-histaminique. Toutes ces molécules ont été utilisées en clinique, 
largement remplacées par les antagonistes du récepteur H1 de l’histamine. Leur mécanisme 
d’action, par contre, reste incertain.  
Le fait que les mastocytes ont plusieurs modes de sécrétion n’entraînant pas la dégranulation 
totale explique bien le fait que les mastocytes peuvent jouer un rôle physiopathologique sans avoir 
de conséquences catastrophiques dues à chacune de leurs actions. Ceci leur permet d’être présent 
non seulement dans les tissus en contact avec le milieu extérieur (peau, systèmes auditif, digestif 
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et pulmonaire) ou riches en cellules immunitaires comme la rate, mais aussi dans l’ensemble des 
organes du corps humain, y compris le cœur, le cerveau, le foie, les reins et les vaisseaux sanguins 
(comme le montre la Figure 5). Les chapitres suivants de cette thèse s’intéressent ainsi aux actions 
des mastocytes dans le système cardiovasculaire et plus précisément à celles d’une protéase 
particulière, la chymase. 
 
6.1.3 Les protéases mastocytaires 
Les mastocytes exercent un grand nombre de leurs effets par leurs protéases, qui peuvent 
constituer jusqu’à 35 % de tout leur contenu protéique (WERNERSSON & PEJLER, 2014). Cette 
section présente principalement les protéases spécifiques aux mastocytes qui donnent à ces cellules 
des caractéristiques particulières. 
6.1.3.1 Entreposage des protéases 
Une différence majeure entre les CTMC et les MMC se situe au niveau de leur synthèse de 
glycosaminoglycane (GAG), larges molécules glucidiques sulfatées, qui se fixent à la serglycine, 
protéine comprenant des répétitions de duos sérine-glycine et qui sert de squelette aux GAGs pour 
former un large protéoglycan impliqué dans l’entreposage et le repliement des protéases 
mastocytaires actives dans les granules (KOLSET & PEJLER, 2011). Pour se fixer à la serglycine, 
les MMC synthétisent le sulfate de chondroïtine (CS) sursulfaté, chaîne de N-acétylgalactosamine 
alternée avec l’acide glucoronique (ENERBACK et al., 1985), alors que les CTMC synthétisent 
de l’héparine, chaîne de N-acétylglucosamine alternée avec des acides iduronique ou glucoronique 
(KOLSET & PEJLER, 2011). L’héparine des CTMC est nettement plus sulfatée que le CS des 
MMC peut l’être, lui conférant une densité de charge extrêmement négative et des propriétés 
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uniques dans l’entreposage et la régulation de l’activité des protéases des mastocytes. Celles-ci ont 
des régions à charge positive denses qui leur permettent de lier l’héparine par interaction 
électrostatique. Cela dit, le CS est aussi important pour l’entreposage de protéases, son absence 
réduisant l’activité tryptase et carboxypeptidase de mastocytes dérivés de la moelle osseuse 
(BMMC, bone marrow derived mast cells), des mastocytes relativement immatures (OHTAKE-
NIIMI et al., 2010, KOLSET & PEJLER, 2011). 
6.1.3.2 La carboxypeptidase A3 
La CPA3 est une métalloexopeptidase au zinc clivant en C-terminal de son substrat. 
Contrairement aux tryptases et chymases, un seul gène de la CPA3 est trouvé dans l’ensemble des 
espèces étudiées, principalement dans les CTMC (PEJLER et al., 2009). L’entreposage de la CPA3 
chez la souris requiert la serglycine-héparine (FORSBERG et al., 1999, BRAGA et al., 2007) ainsi 
que la liaison avec une autre protéase mastocytaire, mMCP-5. La nécessité de cette interaction est 
réciproque, car la délétion de l’une ou l’autre de ces enzymes résulte en l’élimination de l’activité 
des deux protéases chez la souris (FEYERABEND et al., 2005). Supportant un rôle des mastocytes 
dans l’immunité innée, les nématodes du genre Ascaris produisent un inhibiteur de CPA pour 
augmenter leur survie durant l’infection (SANGLAS et al., 2009). La CPA3 peut aussi être 
grandement impliquée dans la dégradation de toxines peptidiques (METZ et al., 2006, 
SCHNEIDER et al., 2007).  
6.1.3.3 La tryptase 
La tryptase est une protéase à sérine avec une activité de type trypsine. Elle clive donc de 
préférence après un acide aminé basique (principalement arginine ou lysine). L’humain exprime 4 
tryptases, α et β (I à III), qui sont tétramériques avec leur site catalytique au milieu du tétramère, 
limitant l’accès aux gros substrats même si la tryptase peut quand même inactiver le fibrinogène, 
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la fibronectine et le kininogène à haut poids moléculaire, par exemple (PEREIRA et al., 1998). 
L’α-tryptase, faiblement active, et la βI-tryptase sont deux allèles du même gène ((TPSAB1) et les 
tryptases βII et βIII sont deux allèles d’un autre gène (TPSB2) (TRIVEDI et al., 2007, TRIVEDI 
et al., 2009).  
La conformation tétramérique et liée à l’héparine rend aussi la tryptase résistante aux 
inhibiteurs de protéases à sérine endogènes (serpines) qui sont généralement des macromolécules 
(PEREIRA et al., 1998). La forme monomérique de la tryptase est en revanche rapidement 
inactivée par les serpines endogènes (SCHECHTER et al., 1993a). Cette structure est conservée 
chez la souris, alors que les tryptases sont les protéases mastocytaires de souris 6 et 7 (mMCP-6 
et -7, mouse mast cell protease). De plus, une γ-tryptase monomérique et liée à la membrane est 
aussi présente. Une δ-tryptase est tronquée et probablement inactive chez l’humain mais son 
orthologue chez la souris, déterminé phylogénétiquement, serait mMCP-7 (CAUGHEY, 2016). 
Les souris et les chiens expriment aussi une autre enzyme de type tryptase, la mastine (mMCP-11 
chez la souris), principalement dans les basophiles (UGAJIN et al., 2009). La mMCP-7 est 
cependant active de façon inégale dans différentes souches de souris, la souris C57BL/6 présentant 
naturellement une mMCP-7 tronquée et inactive (GHILDYAL et al., 1994, HUNT et al., 1996). 
Contrairement à l’humain où tous les mastocytes en expriment, les tryptases de souris sont 
préférentiellement exprimées dans les CTMC. La tryptase peut cliver PAR-2, lui permettant 
d’exercer un rôle de signalisation sur plusieurs types cellulaires et dans de multiples systèmes, 
comme la perméabilité de l’épithélium intestinal, les myocytes coloniques et les cellules 
endothéliales cardiaques (CORVERA et al., 1997, JACOB et al., 2005, SOMASUNDARAM et 
al., 2005). 
 22 
6.1.3.4 Les cathepsines lysosomales et autres protéases non-spécifiques 
Les mastocytes conservent leurs protéases spécifiques sous forme activée dans leurs granules. 
Par contre, le pH de ces granules étant acide, l’activité des protéases neutres est restreinte. 
L’activité des enzymes les activant, toutefois, est favorisée. Ainsi, le pH acide est favorable à 
l’activité des cathepsines B et L (activation de la tryptase) (LE et al., 2011), C/DPPI (activation de 
la chymase, cathepsine G et potentiellement la tryptase) (WOLTERS et al., 2001, ADKISON et 
al., 2002) et E (activation de la CPA3) (HENNINGSSON et al., 2005). La cathepsine L peut aussi 
activer la DPPI (DAHL et al., 2001). La cathepsine G, une protéase à sérine neutre, est aussi 
exprimée par les mastocytes en plus d’autres cellules inflammatoires. Elle possède une activité à 
large spectre chez l’humain (chymotrypsine, trypsine, leu-ase, met-ase, etc.) et peut activer 
l’Ang-I. Son spectre d’activité chez la souris est cependant plus restreint et ressemble plus aux 
β-chymases de rongeur (RAYMOND et al., 2010, CAUGHEY, 2016). Granzyme B, la rénine, la 
caspase 3 active, les métalloprotéases ADAMTS5 (a disintegrin and metalloproteinase with 
thrombospondin motifs 5) et MMP-9 (métalloprotéase de la matrice-9, matrix 
metalloproteinase-9) sont aussi présentes dans les granules mastocytaires (WERNERSSON & 
PEJLER, 2014). La MMP-9 y est présente sous forme inactive, mais peut être activée par la 
chymase lors de la dégranulation (FANG et al., 1996). 
6.1.4 Caractéristiques générales de la chymase 
La chymase est une autre enzyme spécifique aux mastocytes, synthétisée sous forme de 
pro-enzyme nécessitant un clivage par la DPPI de deux résidus en C-terminal pour être active 
(WOLTERS et al., 2001). Tel que mentionné plus haut, c’est une protéase à sérine soluble 
d’environ 30 kDa avec une activité de type chymotrypsine, clivant après un résidu aromatique 
(Phe, Tyr, mais pas Trp). Lorsque confrontée à une grosse protéine globulaire, qui tend à cacher 
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ses résidus aromatiques à l’intérieur de sa structure, la chymase peut aussi cliver après une leucine 
(activité Leu-ase) (RAYMOND et al., 2006). Au contraire de la chymase humaine, exprimée 
uniquement dans les MCTC (analogues au CTMC de souris), les rongeurs expriment une chymase 
dans tous leurs mastocytes. De plus, les mastocytes, par transgranulation, peuvent transférer la 
chymase dans les cellules endothéliales (URATA et al., 1993) et dans les cardiomyocytes 
(FERRARIO et al., 2016a), qui ont alors une chymase intracellulaire qui peut participer au 
métabolisme de l’Ang-II intracrine. Les fibroblastes cardiaques n’expriment pas la chymase 
normalement, mais l’induction d’un stress, comme la surcharge de pression chez le rat causant 
l’insuffisance cardiaque, peut les amener à l’exprimer in vitro (FU et al., 2016). 
La chymase est entreposée dans les granules sécrétoires des mastocytes et sa conformation est 
dépendante de sa liaison à la serglycine héparine (ABRINK et al., 2004). En effet, deux groupes 
indépendants ont publié dans le journal Nature (ZEHNDER & GALLI, 1999) que la délétion d’une 
enzyme nécessaire à la synthèse de l’héparine, la glucosaminyl-N-déacétylase/N-
sulphotransférase-2 (NDST-2) mène à une incapacité des mastocytes à synthétiser l’héparine (sans 
affecter la synthèse d’héparan sulfate). Ceci résulte en des mastocytes immatures et à une 
diminution importante des protéases de mastocytes de tissus conjonctifs sans affecter leur 
expression génique, indiquant une déficience dans leur maturation (FORSBERG et al., 1999, 
HUMPHRIES et al., 1999). Cette fonction de l’héparine, mieux connue comme anticoagulant par 
son action d’activation de l’antithrombine III, reste son seul rôle endogène connu. 
Après sa sécrétion par les mastocytes, la chymase reste liée à l’héparine et conserve son 
activité plus longtemps dans le milieu extracellulaire que d’autres protéases à sérine telles que la 
cathepsine G ou la chymotrypsine. La chymase est inhibée irréversiblement par les inhibiteurs de 
protéase à sérine α1-antichymotrypsine et l’α1-inhibiteur de protéinase, mais de façon plus faible 
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que la chymotrypsine. De plus, la chymase dégrade efficacement ces deux inhibiteurs protéiques 
(SCHECHTER et al., 1989, SCHECHTER et al., 1993b). L’inhibition la plus efficace de la 
chymase est par l’α2-macroglobuline. La chymase clive une région d’appât sur 
l’α2-macroglobuline, ouvrant la « trappe » qui emprisonne la chymase dans une liaison covalente. 
La liaison de la chymase à l’héparine ralentit significativement cette inhibition par les serpines du 
milieu extracellulaire, autant pour la chymase humaine que rMCP-1 (PEJLER & BERG, 1995, 
WALTER et al., 1999, LINDSTEDT et al., 2001b). En fait, la liaison à l’α2-macroglobuline, si 
elle réduit l’activité de la chymase sur des gros substrats, protégerait son activité sur les peptides 
comme l’Ang-I même en présence d’autres inhibiteurs. Ceci peut contribuer au prolongement de 
sa demi-vie (OHLSSON & LAURELL, 1976, BEATTY et al., 1980, RAYMOND et al., 2009). 
6.1.5 Phylogénétique des différentes chymases 
6.1.5.1 Locus de chymase mastocytaire 
Chez les primates et le chien, le locus de la chymase ne compte que 4 gènes : -chymase, 
cathepsine G, granzymes B et H (avec un pseudogène, CMA2, chez le chien). Cependant, ce même 
locus est nettement plus populeux en nombre de gènes dans le génome de bœuf (10 gènes, dont 
plusieurs duodénases), de souris (15 gènes) et surtout de rat (28 gènes et 2 pseudogènes). Une 
caractéristique commune à tous les loci de chymase concerne leurs flancs : le 1er gène est celui de 
l’α-chymase (CMA1), le dernier celui de granzyme B. Les β-chymases de rongeurs et les 
duodénases bovines sont insérées entre le gène de l’α-chymase et celui de la cathepsine G 
(HELLMAN & THORPE, 2014).  
L’activité de la chymase est très conservée dans le règne animal. Les mammifères possèdent 
tous une α-chymase, qui est la seule chymase exprimée dans ces organismes. Les rongeurs sont 
une exception, exprimant aussi des β-chymases d’origine phylogénétique distincte. En fait, les 
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α-chymases de rongeur, qui possèdent une meilleure homologie que les β-chymases avec 
l’α-chymase humaine, possèdent plutôt une activité de type élastatique (CAUGHEY et al., 2008). 
L’activité chymase des rongeurs est assurée par leurs β-chymases. 
Les protéases mastocytaires de souris et de rat (tryptase, chymase, élastase) sont regroupées 
terminologiquement et numérotées à la suite. Les protéases mastocytaires de rat sont ainsi des 
rMCP (rat mast cell protease) et celles de souris sont des mMCP. Les α-chymases de ces deux 
espèces sont les rMCP-5, mMCP-5, qui comme la chymase de hamster-2, clivent après des petits 
résidus aliphatiques, possédant donc une activité élastase. Leurs substrats et rôles in vivo ne sont 
pas définis, mais les souris déficientes pour mMCP-5 présentent des lésions et une activité 
cytotoxique restreinte après l’ischémie-reperfusion du cœur (ABONIA et al., 2005).  
Tel que l’illustre le Tableau 2, les chymases de rongeur sont plus nombreuses. Il y en a 6 chez 
la souris et jusqu’à 15 gènes de chymase chez le rat (HELLMAN & THORPE, 2014). Deux 
chymases de souris, mMCP-2 et mMCP-8, n’ont aucune activité protéolytique connue bien 
qu’elles possèdent une triade catalytique intacte (PEMBERTON et al., 2003, GALLWITZ et al., 
2007). De plus, mMCP-8 est plutôt une protéine spécifique aux basophiles chez la 
souris(POORAFSHAR et al., 2000, GALLWITZ et al., 2007). La mMCP-9 a été isolée de 
mastocytes utérins et est aussi exprimée dans le jéjunum de souris infectées par T. spiralis (HUNT 
et al., 1997). Même si l’activité catalytique de ces 3 enzymes reste inconnue, leur expression est 
inductible par différents signaux immunitaires. 
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a : Le cobaye ne possède pas de chymase avec une activité de type chymotrypsine, mais une α-
chymase avec une activité Leu-ase (CAUGHEY et al., 2008) 
b : La chymase de hamster II, une α-chymase de rongeur, possède une spécificité élastase comme 
mMCP-5 et rMCP-5 (KERVINEN et al., 2008). 




La mMCP-1 est une β-chymase exprimée dans les MMC des souris dont l’activité ne requiert 
pas l’entreposage en liaison à la serglycine (HUANG et al., 1991, BRAGA et al., 2007). Son 
homologue chez le rat est rMCP-2, mais elle n’a aucun analogue chez l’humain. L’infection de 
souris BALB/c par T. spiralis cause l’augmentation de l’expression de mMCP-1 (et mMCP-2) 
dans les mastocytes épithéliaux intestinaux et gastriques ainsi que sa relâche dans l’intestin et la 
circulation sanguine (GHILDYAL et al., 1992, SCUDAMORE et al., 1997). La mMCP-1 est aussi 
exprimée dans les poumons, où la distinction entre les MMC et CTMC est plus diffuse (XING et 
al., 2011).  
Dans les tissus intestinaux, les MMC et leurs protéases (mMCP-1 et -2) sont peu nombreux 
en conditions physiologiques, mais mMCP-1 reste détectable constitutivement dans le jéjunum et 
le sérum (WASTLING et al., 1997). L’étude de l’expression de mMCP-1 se fait généralement en 
condition pathologique, soit l’infection par des nématodes tels que T. spiralis ou encore des 
réactions allergiques. Dans les souris mMCP-1-/-, on observe un grave déficit dans l’expulsion du 
nématode T. spiralis, mais cette action est relativement spécifique car l’expulsion de 
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a : Aucune activité catalytique connue. 
b : Activité élastase. 
c : N’est pas sur le locus tryptase. 
d : 5 isoformes (rMCP-1, rMCP-1-like-1 (chymase vasculaire de rat, exprimée dans le muscle lisse 
vasculaire), rMCP-1-like-2, rMCP-1-like-3, rMCP-1-like-4). 
e : 5 isoformes (rMCP-8, rMCP-9, rMCP-10, rMCP-8-like-1, rMCP-8-like-2), qui ne sont pas 




Figure 7 : Arbre phylogénétique des différentes chymases chez les mammifères 
Cet arbre phylogénétique est élaboré à partir de l’analyse UPGMA de l’alignement des chymases 
matures. Le seuil pour la détermination d’un nœud dans l’arbre est une identité de 70 %. Les 
cathepsine G humaine et de souris sont ajoutées à titre de comparaison. Les numéros d’accès des 
séquences analysées sont celles-ci : cathepsine G humaine et de souris (NP_001902 et 
CAA55290), mMCP-1, -2, -4, et -5 de souris (AAB23194, NP_032597, NP_034909 et 
NP_034910), rMCP-1 et -2 de rat (AAB48268 et P00700), rMCP-4 et -5 de rat (U67907 et 
NP_037224), chymase vasculaire de rat (AAC16657), chymase de hamster 1 et 2 (BAA19932 et 
BAA28615), chymase de gerboise 1 et 2 (P50340 et P50341), chymase d’oppossum 
(XP_001369716), chymase de cobaye (AM851020), chymase de bovin 2 (XP_593156), MCP-2 
de mouton (P79204), chymase canine (NP_001013442), chymase de babouin (AAA91159), 
chymase de singe rhésus (BAA22070), chymase de macaque crabier (BAA22070), chymase de 
chimpanzé (XP_001170224) et chymase humaine (M64269). La séquence des autres chymases est 
déduite à partir des génomes non-annotés comme ceci : pika américain (Ochotona princeps, 
AAYZ01164217), scandentien (AAPY01734039), lémurs microcèbes (ABDC01231172), galago 
(AAQR01659070), et ouistiti (contig 1790.4 du Washington University Genome Sequencing 
Center, disponible sur Internet). Figure adaptée de Caughey et al. (2008) et reproduite avec la 

































N. brasiliensis n’est pas affectée (KNIGHT et al., 2000). Le mécanisme par lequel mMCP-1 
contribue à l’expulsion de T. spiralis reste incertain. L’incubation de rMCP-2, l’analogue de 
mMCP-1 chez le rat, avec des cellules épithéliales en culture augmente la perméabilité en 
dégradant des protéines impliquées dans les jonctions serrées, zona occludens-1 (ZO-1) et 
l’occludine (SCUDAMORE et al., 1998). En étudiant la spécificité de clivage de rMCP-2, des 
protéines impliquées dans les jonctions serrées intercellulaires sont apparues comme des substrats 
potentiels. La spécificité de clivage de rMCP-2 ressemblant à celle de mMCP-1, les cibles de 
mMCP-1 pourraient aussi être des protéines impliquées dans les jonctions cellule-cellule 
(ANDERSSON et al., 2008b, FU et al., 2015). 
Chez l’être humain, les mastocytes expriment tous la tryptase, mais seuls les mastocytes des 
tissus conjonctifs expriment la chymase. La situation est l’inverse chez la souris, alors que les 
MMC expriment deux chymases, mMCP-1 et mMCP-2, mais pas de tryptase (PEJLER et al., 
2010). Ainsi, mMCP-1 n’est pas exprimée dans le sous-type de mastocytes exprimant la chymase 
humaine. Dans les CTMC, les souris expriment deux autres chymases. L’une d’elle, l’α-chymase 
mMCP-5, est la plus proche cousine de la chymase humaine selon sa séquence, mais a perdu son 
activité chymotryptique pour développer une activité élastatique (KARLSON et al., 2003). L’autre 
chymase des CTMC, mMCP-4, possède quant à elle une activité de type chymotrypsine et 
constitue le meilleur candidat en termes d’homologue à la chymase humaine. 
6.1.6 L’activité chymase des mastocytes de tissus conjonctifs 
Des différences marquées entre les deux principales chymases fonctionnelles existent dans le 
poumon de la souris. En effet, dans un modèle de réaction allergique pulmonaire, l’action 
pathologique du TGF-β passe par l’augmentation de l’expression de mMCP-1 (par le biais de 
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αvβ6) et la répression de l’expression de mMCP-4 (ainsi que mMCP-6 et CPA3), illustrant des 
rôles opposés (SUGIMOTO et al., 2012). 
Comme la mMCP-1, la mMCP-4 est une β-chymase. Par contre, les deux enzymes ont des 
origines phylogénétiques distinctes. Tel qu’illustré avec la Figure 7, la mMCP-4 est très 
rapprochée phylogénétiquement avec rMCP-1 et les chymases 1 du hamster et de la gerboise 
(CAUGHEY et al., 2008). Malgré la grande diversité des chymases et le changement de spécificité 
qu’elles ont acquis dans différentes espèces, tous les mammifères étudiés à ce jour possèdent une 
protéase avec une activité de type chymotrypsine dans les CTMC et cette enzyme est la mMCP-4 
chez la souris (et rMCP-1 chez le rat) (CAUGHEY et al., 2008, HELLMAN & THORPE, 2014). 
6.1.6.1 Activité catalytique de la chymase 
La chymase humaine est une enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA) : elle clive 
efficacement le lien Phe8-His9 de l’angiotensine (Ang)-I pour produire le métabolite actif Ang-II 
(URATA et al., 1990). Cette action est partagée par les α-chymases de primate. Par contre, les 
β-chymases de rongeur montrent aussi une activité angiotensinase en clivant le lien Tyr4-Ile5 et 
produisant des métabolites inactifs. Ainsi, rMCP-1 est incapable de convertir l’Ang-I en Ang-II 
puisqu’elle clive préférentiellement le lien Tyr4-Ile5 (LE TRONG et al., 1987). La chymase de 
hamster 1 catalyse efficacement l’Ang-I pour former l’Ang-II, mais dégrade aussi l’Ang-II 
(TAKAI et al., 1996, KUNORI et al., 2005). 
Chez la souris, les deux chymases sont capables de produire l’Ang-II à partir de l’Ang-I. La 
mMCP-1 est capable de synthétiser l’Ang-II sans la dégrader (SAITO et al., 2003), mais comme 
mentionné plus haut, elle n’est pas l’homologue de la chymase humaine au niveau vasculaire. La 
mMCP-4 synthétise aussi l’Ang-II à partir de l’Ang-I, plus efficacement que rMCP-1. Par contre, 
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elle est aussi une angiotensinase in vitro, clivant le lien Tyr4-Ile5 (CAUGHEY et al., 2000, SAITO 
et al., 2003, KUNORI et al., 2005, WEI et al., 2010). Elle peut tout de même convertir l’Ang-I en 
Ang-II in vivo. En effet, lorsqu’un inhibiteur de l’ECA est infusé dans le cœur de la souris, la 
mMCP-4 est relâchée (par un mécanisme dépendant de la bradykinine, un substrat de l’ECA) et 
constitue une ECA efficace (WEI et al., 2010). 
À Uppsala, en Suède, le groupe du Pr Lars Hellman a étudié la spécificité d’un grand nombre 
de chymases à l’aide de librairies de nonapeptides exprimés par des phages, ce qui a l’avantage, 
en comparaison avec les substrats fluorogéniques, d’obtenir de l’information sur la spécificité avec 
les résidus en C-terminal du site de clivage, où se situe habituellement le fluorophore (HELLMAN 
& THORPE, 2014). Ainsi, leurs études ont permis de réaliser que la mMCP-4 est très similaire à 
la chymase humaine, étant la seule β-chymase à préférer un résidu chargé négativement en P2’, 
par exemple (ANDERSSON et al., 2008a, ANDERSSON et al., 2009). Chez la chymase humaine, 
les résidus Arg143 et Lys192 sont cruciaux pour cette préférence de résidus chargés en P2’, alors que 
la mutation de l’Arg143 en glutamine et/ou de la Lys192 en méthionine abolit cette préférence. Ces 
deux résidus sont conservés dans la mMCP-4 et les -chymases possédant cette spécificité en P2’, 
mais pas rMCP-1 ou rMCP-4 (Gln143), ou encore mMCP-1 (Met192) qui contiennent naturellement 
un de ces résidus neutres à ces positions (ANDERSSON et al., 2010). La rMCP-1 ressemblerait 
plutôt à l’α-chymase du chien, avec une préférence pour une sérine en P2’ et une préférence pour 
un résidu chargé positivement en P2 (ANDERSSON et al., 2008a, GALLWITZ et al., 2010).  
6.1.6.2 Substrats de la chymase 
L’activité de la chymase in vivo a été davantage étudiée sur le système de l’angiotensine que 
sur n’importe quel autre depuis la découverte de la conversion de l’Ang-I en Ang-II par cette 
enzyme spécifique aux mastocytes (REILLY et al., 1982). Signe de la diversité des actions de la 
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chymase, aucun des résidus en P2’ (Leu10 ou His6) des deux sites de clivages des chymases n’est 
chargé négativement. La chymase humaine, qui ne possède aucune activité angiotensinase, est très 
impliquée dans la synthèse d’Ang-II dans le cœur humain (URATA et al., 1990, URATA et al., 
1993). Elle est aussi impliquée dans la production d’Ang-II de façon indépendante de la rénine. 
Isolée pour la 1re fois dans l’intestin grêle de rat (NAGATA et al., 2006), l’Ang-(1-12) est un 
substrat autant pour l’ECA que la chymase et constitue un exemple de compartimentalisation. 
Dans le cœur canin en conditions physiologiques, l’Ang-II circulante semble être produite par 
l’ECA alors que l’Ang-II tissulaire est produite par la chymase (DELL'ITALIA et al., 1997). La 
chymase semble aussi être l’enzyme métabolisant l’Ang-(1-12) en Ang-II dans le cœur humain 
(AHMAD et al., 2011, AHMAD et al., 2013). De plus, une grande partie de l’action de la chymase 
pourrait être sur l’Ang-II intracellulaire, où l’angiotensinogène serait clivé par la kallikréine en 
Ang-(1-12), le substrat de la chymase pour former l’Ang-II (FERRARIO et al., 2016a). La même 
compartimentalisation se trouve chez le rat. L’ECA est responsable de l’activité de l’Ang-(1-12) 
circulante alors que la chymase assure la conversion du dodécapeptide en Ang-II dans le tissu 
cardiaque (MONIWA et al., 2013, AHMAD et al., 2016). Fait intéressant, l’activité de conversion 
en Ang-II est nettement supérieure lorsque le substrat est l’Ang-(1-12) par rapport à l’Ang-I. La 
chymase impliquée chez le rat reste à déterminer, car peu de clivage du lien Tyr4-Ile5 a été détecté, 
ce qui exclut potentiellement rMCP-1 (AHMAD et al., 2016), mais pourrait impliquer une 
chymase produite par les cellules musculaires lisses vasculaires, la chymase vasculaire de rat 
(GUO et al., 2001). Chez la souris, l’activité de la mMCP-4 dans le système angiotensinergique 
n’a, par contre, pas été étudiée en détail in vivo. 
Les peptides du système de l’angiotensine ne sont pas les seuls substrats connus de la chymase. 
Tel que mentionné plus haut, l’héparine, issue des granules mastocytaires, joue un rôle 
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anticoagulant en clinique par son action d’activation de l’antithrombine III. Son rôle in vivo est 
moins clair, mais la chymase, qui est liée à l’héparine dans les granules, peut aussi jouer un rôle 
en hémostase. En effet, la chymase en complexe avec l’héparine dégrade la thrombine chez la 
souris (PEJLER & KARLSTROM, 1993) et le rat (PEJLER et al., 1994). L’identité de la chymase 
impliquée chez la souris est démontrée par les souris génétiquement modifiées pour la délétion de 
mMCP-4 (TCHOUGOUNOVA et al., 2003). La chymase peut aussi dégrader la plasmine 
(TCHOUGOUNOVA & PEJLER, 2001). Comme la chymase est rapidement inhibée lorsqu’elle 
se trouve dans la circulation sanguine, son rôle sur les facteurs de coagulation est peut-être plus 
ciblé sur leurs actions extravasculaires. Ces deux substrats montrent aussi le rôle de l’héparine, 
celle-ci servant potentiellement de pont entre la chymase et son substrat à l’image d’un corécepteur 
(PEJLER & SADLER, 1999). 
En plus de son action sur les facteurs de coagulation, la chymase joue aussi un rôle dans la 
plasticité de la matrice extracellulaire. En effet, la chymase peut aider l’invasion du plasma en 
dégradant le tissu conjonctif environnant sur du cartilage de rat (SEPPA et al., 1979). La chymase 
dégrade la fibronectine et le collagène de type IV (collagène de membrane basale, qu’il soit soluble 
ou intact sous forme de microfibrilles), mais pas les types I, II ou III (SAGE et al., 1979, VARTIO 
et al., 1981, KIELTY et al., 1993, TCHOUGOUNOVA et al., 2001). La chymase clive aussi la 
fibuline-2, une protéine de la matrice liée à la fibronectine (SASAKI et al., 1996),  De plus, la 
chymase contribue indirectement à la plasticité de la matrice en clivant des facteurs la régulant. 
Par exemple, la chymase active la pro-collagénase interstitielle humaine à son lien Leu83-Thr84, un 
autre exemple de son activité Leu-ase, permettant à la chymase d’activer la dégradation du 
collagène de type I, substrat qu’elle peut aussi générer elle-même (SAARINEN et al., 1994, 
KOFFORD et al., 1997). En combinaison à cette activation de la synthèse et de la dégradation du 
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collagène, la chymase mMCP-4 active aussi deux gélatinases, les MMP-2 et -9 
(TCHOUGOUNOVA et al., 2005). La MMP-9 est sécrétée constitutivement, de façon régulée par 
c-kit et le TGF-β, par les mastocytes sous sa pro-forme inactive liée à l’inhibiteur tissulaire des 
métalloprotéases-1 (TIMP-1, tissue inhibitor of metalloprotease-1) (FANG et al., 1996). Elle est 
activée hors du mastocyte par la chymase, qui dégrade TIMP-1 et clive le zymogène de MMP-9 
(FANG et al., 1997, FRANK et al., 2001, CAUGHEY, 2011). La chymase peut aussi activer les 
MMP-1 et -10 (SAUNDERS et al., 2005).  
Malgré ces rôles de dégradation de la matrice extracellulaire, que ce soit par clivage direct ou 
par l’activation d’autres protéases, la chymase peut aussi assumer un rôle fibrotique. Par exemple, 
la chymase peut activer le TGF-β, un facteur important dans la synthèse de matrice extracellulaire. 
Le TGF-β est sécrété sous forme latente courte, avec une protéine associée à la latence (LAP, 
latency-associated protein) qui a déjà été clivée du TGF-β mais qui y reste attachée de façon 
non-covalente. À ce fragment peut s’ajouter de façon covalente une protéine de liaison au LAP 
(LTBP, LAP-TGF-β binding protein), formant ainsi le long TGF-β latent. Les deux complexes 
sont sécrétés sous forme insoluble et s’intègrent à la matrice extracellulaire (HORIGUCHI et al., 
2012). La chymase active la relâche du LTBP pour libérer le TGF-β, créant un réservoir de TGF-β 
latent soluble (TAIPALE et al., 1995). La chymase peut aussi activer le LAP-TGF-β quand elle 
est co-sécrétée avec le facteur de croissance dans les granules de sécrétion des mastocytes, 
indiquant un rôle de l’héparine (LINDSTEDT et al., 2001a). La chymase clive aussi d’autres 
cytokines, activant les interleukines IL-1β et IL-18 (MIZUTANI et al., 1991, OMOTO et al., 2006) 
et dégradant les cytokines IL-5, IL-6, IL-13 ainsi que le TNF-α et la chimiokine MCP-1 (ZHAO 
et al., 2005, NELISSEN et al., 2014). De plus, elle dégrade plusieurs alarmines, protéines 
inflammatoires relâchées par des cellules nécrotiques signalant la nécrose, comme l’IL-33, le 
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biglycan, la protéine de choc thermique 70 (Hsp-70, heat shock protein-70) et la protéine du groupe 
de haute mobilité B1 (HMGB1, high mobility group protein B1) (ROY et al., 2014), illustrant 
l’action pro- et anti-inflammatoire complexe de la chymase. La chymase dégrade, de plus, 
l’apolipoprotéine A1 (ApoA1), l’empêchant d’exercer son activité anti-inflammatoire (NGUYEN 
et al., 2016). Enfin, la chymase clive la Big endothéline-1 (Big ET-1) en un intermédiaire de 31 
acides aminés, l’ET-1 (1-31), qui est ensuite clivé en ET-1 pour exercer son effet biologique. La 




L’existence d’un facteur constricteur dérivé de l’endothélium fut postulée en 1982 (DE MEY 
& VANHOUTTE, 1982) et démontrée en 1985 (HICKEY et al., 1985). Ce facteur fut ensuite 
identifié en 1988 comme un très puissant peptide vasoconstricteur, l’ET-1 (YANAGISAWA et 
al., 1988). L’ET-1 fait partie d’une famille de 3 isoformes chez les mammifères, ET-1, ET-2 et 
ET-3 (INOUE et al., 1989a). L’ET-2 de rongeurs diffère de l’ET-2 humaine par un résidu et est 
parfois nommé le constricteur vasoactif intestinal (vasoactive intestinal contractor, VIC) (SAIDA 
et al., 1989). Comme le montre la Figure 8, ces endothélines partagent une structure de 21 acides 
aminés, 2 ponts disulfures intramoléculaires et un tryptophane en C-terminal avec une famille de 
toxines, les sarafotoxines (S6a, S6b, S6c, etc.) trouvées dans le venin d’un serpent du 
Moyen-Orient, la vipère Actractaspis engaddensis (KLOOG et al., 1988, INOUE et al., 1989a). 
En plus de ces caractéristiques, les résidus Asp8, Glu10, His16, Asp18 et Ile20 sont conservés parmi 
tous les agonistes endothélinergiques naturels (HUGGINS et al., 1993). 
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6.2.1 Récepteurs de l’endothéline 
Les peptides du système endothélinergique exercent leurs effets chez les mammifères par 
l’intermédiaire de 2 récepteurs couplés à des protéines G (RCPG), ETA (ARAI et al., 1990) et ETB 
(SAKURAI et al., 1990). Ces récepteurs appartiennent tous deux à la famille A (ou similaire à la 
rhodopsine) des RCPG, et possèdent une identité de séquence de 63 % chez l’humain. Le récepteur 
ETA est conservé à plus de 90 % chez les mammifères couramment étudiés, avec les différences 
se situant généralement dans la portion N-terminale, illustrant la conservation de l’activité 
endothélinergique (DAVENPORT et al., 2016).  
6.2.1.1 Activation des récepteurs ETA et ETB 
6.2.1.1.1 Agonistes 
Le récepteur ETB est le récepteur universel des peptides endothélinergiques naturels ; tous 
l’activent avec une affinité similaire. Le récepteur ETA est plus sélectif : l’ET-3 ne l’active pas à 
des concentrations physiologiques alors que la sarafotoxine S6c lie sélectivement ETB. Pour cette 
raison, ces deux peptides ont été utilisés en recherche pour étudier le récepteur ETB. 
En fait, l’activation du récepteur ETB ne requiert pas la boucle N-terminale de l’ET-1 pour son 
activation. En effet, des analogues linéaires et/ou coupés comme le Ala1,3,11,15-ET-1, ET-1 (16-21), 
BQ-3020 (Ac-[Ala11,15]-ET-1 (6-21)), et l’IRL-1620 (Suc-[Glu9,Ala11,15]-ET-1 (8–21)) montrent 
que la séquence linéaire en C-terminale est suffisante pour activer ETB (MAGGI et al., 1989, 
SAEKI et al., 1991, IHARA et al., 1992, TAKAI et al., 1992). Crucialement, le Trp21 doit être 





Figure 8 : Les endothélines 
À gauche, les peptides matures de la famille des endothélines chez l’humain. À droite, les 
homologues des endothélines humaines dans le venin d’Actractaspis engaddensis (pour les 
sarafotoxines) et l’ET-2 murine, aussi nommé le contracteur intestinal vasoactif. Les propriétés 
partagées par tous ces peptides sont la longueur (21 acides aminés), les 4 cystéines conservées 
formant 2 ponts disulfures intramoléculaires et causant la boucle en N-terminal, ainsi que le 
tryptophane en position 21 qui est crucial à l’activation des récepteurs de l’endothéline. Les résidus 
qui diffèrent de la séquence de l’ET-1 sont en vert. Figure dessinée avec Adobe Illustrator CS6. 
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Aucun de ces peptides ne lie le récepteur ETA, pour lequel aucun agoniste synthétique, ou 
même sélectif n’existe encore (DAVENPORT et al., 2016). L’analyse in silico des récepteurs 
suggère qu’une différence dans la boucle extracellulaire 1 (ECL1), une séquence hydrophile 
absente chez ETB, explique la sélectivité du récepteur ETA. Cette séquence interagit avec la partie 
N-terminale des endothélines, alors que le ECL1 de ETB ne discrimine pas entre les peptides 
activateurs (LATTIG et al., 2009). Ainsi, la région N-terminale détermine la sélectivité pour le 
récepteur, alors que la partie C-terminale détermine son activité. 
Une caractéristique déterminante des agonistes endothélinergiques est leur très forte affinité 
pour leurs récepteurs. La constante de dissociation (KD) de l’ET-1, de même que son activité 
vasoconstrictrice in vitro, sont de l’ordre du 10-10 molaire (YANAGISAWA et al., 1988, SAEKI 
et al., 1991). Par exemple, les 3 boucles extracellulaires, 6 segments transmembranaires ainsi que 
la queue N-terminale du récepteur sont tous impliqués dans la liaison du récepteur ETB avec 
l’ET-1, pouvant aider à expliquer la très grande affinité du peptide pour son récepteur (SHIHOYA 
et al., 2016). Ceci fait de l’ET-1 un vasoconstricteur extrêmement puissant et universel, autant 
artériel que veineux (RUBANYI & POLOKOFF, 1994, THORIN & CLOZEL, 2010). Sa demi-vie 
plasmatique est très courte, mais son action vasoconstrictrice très prolongée (SIRVIO et al., 1990). 
Le récepteur ETA peut, après son internalisation, être recyclé à la membrane tout en conservant 
son activité signalisatrice. Le neuropeptide CGRP (calcitonin gene related peptide, peptide relié 
au gène de la calcitonine), en activant son propre récepteur sur les cellules musculaires lisses, peut 
mettre fin au signal du récepteur ETA, illustrant son rôle d’antagoniste physiologique de l’ET-1 
(DE MEY et al., 2011). 
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6.2.1.1.2 Signalisation des récepteurs de l’endothéline 
Les deux récepteurs à l’ET-1 sont couplés à Gq, entraînant l’activation de la phospholipase C, 
qui hydrolyse le phosphatidyl-inositol-4,5’bisphosphate (PIP2) de la membrane plasmique pour 
produire l’IP3 et le DAG. Celui-ci active la protéine kinase C (PKC), qui est responsable d’un 
grand nombre d’action génomiques de l’ET-1. L’IP3 peut alors lier ses récepteurs au niveau du 
réticulum endo/sarcoplasmique et entraîner la relâche de calcium (Ca2+) dans le cytosol 
(RUBANYI & POLOKOFF, 1994). Ce signal peut être amplifié par l’activation par le Ca2+ du 
récepteur à la ryanodine. L’activation membranaire des récepteurs, par l’intermédiaire du DAG et 
de PKC, ainsi que la montée de Ca2+ cytosolique entraînent une ouverture de canaux calciques 
(opérés par les récepteurs (ROCC, receptor operated calcium channel) ou les niveaux 
endoplasmiques de Ca2+ (SOCC, store-operated calcium channel)) à la membrane plasmique, pour 
permettre l’entrée du Ca2+ extracellulaire dans la cellule. Le rôle des canaux calciques activés par 
le voltage (VOCC, voltage-operated calcium channel) est plus controversé, l’impact du blocage 
de ces canaux sur la signalisation de l’ET-1 variant énormément entre les modèles (RUBANYI & 
POLOKOFF, 1994, HOUDE et al., 2016a). Cette entrée est responsable de la majorité du signal 
de l’ET-1 dépendant du Ca2+ et est indispensable à son action vasoconstrictrice prolongée. Le Ca2+ 
cytosolique lie la calmoduline pour activer la calmoduline kinase. Celle-ci peut phosphoryler 
l’oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS, endothelial nitric oxide synthase) pour la synthèse 
de NO relaxant et la chaîne légère de la myosine des cellules musculaires lisses pour la contraction 
du vaisseau (RUBANYI & POLOKOFF, 1994).  
Les deux récepteurs peuvent aussi activer la voie de la Rho-kinase par G12 (ETA) et G13 (ETB), 
qui participe à la constriction du muscle lisse en inhibant la phosphatase de la chaîne légère de la 
myosine (MLCP, myosin light-chain phosphatase) (WIRTH et al., 2008, WIRTH et al., 2016). Ils 
 42 
possèdent également la capacité d’activer des récepteurs tyrosine kinase, comme le récepteur du 
facteur de croissance épithélial (EGFR, epithelial growth factor receptor) par transactivation, 
menant à l’activation des MAPK (DAUB et al., 1996).  
Une voie de signalisation où les deux récepteurs diffèrent concerne la synthèse d’adénosine 
5’-monophosphate cyclique (AMPc). Le récepteur ETA active Gs, menant à l’activation de 
l’adénylate cyclase, la production d’AMPc et l’activation de la protéine kinase A, qui active la 
MLCP. Ce mécanisme, potentiellement limitant la vasoconstriction causée par ETA, n’est pas 
présent lors de l’activation de ETB. Celle-ci mène plutôt à l’activation de Gi, inhibant l’adénylate 
cyclase et menant à l’activation de la voie Akt (protéine kinase B)-PI-3K (EGUCHI et al., 1993). 
Les deux récepteurs signalent aussi par la -arrestine, impliquée autant dans la transmission du 
signal que dans l’arrêt de celui-ci (MAGUIRE et al., 2012). Par contre, la liaison de la β-arrestine 
au récepteur ETB mène à son cheminement vers les lysosomes, participant à la clairance de l’ET-1 
par le fait même, alors que le récepteur ETA est recyclé à la membrane plasmique, lui permettant 
de signaler de nouveau (HORINOUCHI et al., 2013, TERADA et al., 2014). 
6.2.1.2 Activité cardiovasculaire du système endothélinergique 
L’ET-1 a d’abord été reconnu comme un très puissant vasoconstricteur, dans la totalité des 
vaisseaux testés in vitro et in vivo. Cette action est majoritairement due à l’activation du récepteur 
ETA à la surface des cellules musculaires lisses (RUBANYI & POLOKOFF, 1994). Le rôle du 
récepteur ETB, qui est aussi présent au niveau endothélial où il peut contribuer à la clairance de 
l’ET-1 et à la relâche de facteurs relaxant l’artère, est moins certain. In vivo, l’agonisme sélectif 
d’ETB chez le rat cause une baisse transitoire de la pression artérielle suivie d’une vasoconstriction 
soutenue, soutenant le concept de l’activation initiale du récepteur ETB endothélial qui mène à la 
relâche de facteurs relaxant dérivés de l’endothélium (endothelium-derived relaxing factor, 
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EDRF), comme le NO et la PGI2, suivie de l’activation ETB-dépendante sur le muscle lisse, causant 
la constriction (CLOZEL et al., 1992). L’action directe du récepteur ETB du muscle lisse semble 
par contre dépendre du tissu étudié et de sa coopération avec ETA (MAZZUCA & KHALIL, 2012, 
RAPOPORT & ZUCCARELLO, 2012). Son rôle vasoconstricteur semble aussi plus important au 
niveau veineux  (EGUCHI et al., 1997, TYKOCKI et al., 2009). De plus, l’antagonisme de ETB 
ou sa répression augmente les niveaux d’ET-1 circulants, illustrant son rôle dans la clairance du 
peptide. L’ET-1 peut alors activer le récepteur ETA et induire une vasoconstriction (GRATTON 
et al., 1997, BERTHIAUME et al., 1998). 
La surexpression de l’ET-1 chez la souris ne cause pas d’hypertension (HOCHER et al., 
1997). En situation physiologique, l’action de l’ET-1 est contrée par le NO. L’inhibition de la 
synthèse de NO cause une hypertension, aigüe et chronique, qui peut être bloquée par 
l’antagonisme du récepteur ETA (GARDINER et al., 1996, VANHOUTTE et al., 2017). L’action 
vasoconstrictrice de l’ET-1 ne serait donc démasquée que lors de la dysfonction endothéliale, 
associée à une baisse de l’activité du NO (RAPOPORT, 2014). 
L’ET-1 joue un rôle important dans l’équilibre hydro-sodé de l’organisme. En effet, la délétion 
du récepteur ETB spécifiquement dans le tubule collecteur rénal résulte en une rétention de sel et 
l’hypertension artérielle (GE et al., 2006). La rétention sodée et l’œdème sont aussi des effets 
secondaires parmi les plus courants lors de l’administration d’antagonistes des récepteurs de 
l’ET-1 chez l’humain, autant pour les antagonistes mixtes que sélectifs pour ETA, avec l’exception 
possible du plus récent antagoniste, le macitentan (BATTISTINI et al., 2006, PULIDO et al., 
2013). De plus, les souris hétérozygotes pour le gène de l’ET-1, qui produisent moins d’ET-1, sont 
hypertendues (KURIHARA et al., 1994). Ainsi, par ses actions rénales et endothéliales, l’ET-1 
peut aussi contribuer à la diminution de la pression artérielle en situation physiologique. Illustrant 
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le fait que l’ET-1 est produite par différents types cellulaires, la répression du gène de l’ET-1 
spécifiquement dans les cellules endothéliales résulte en des souris viables et hypotendues 
(KISANUKI et al., 2010), alors que la surexpression endothéliale de l’ET-1 chez la souris adulte 
résulte en une hypertension (RAUTUREAU et al., 2015).  
Si la surexpression de l’ET-1 ne cause pas l’hypertension chez la souris, elle cause plusieurs 
dommages rénaux comme la glomérulosclérose et la fibrose (HOCHER et al., 1997). L’ET-1 
active la production de stress oxydatif et est un facteur pro-inflammatoire et pro-fibrotique qui 
induit le remodelage vasculaire (SANDOVAL et al., 2014). Par son action vasoconstrictrice, 
l’ET-1 réduit aussi la perfusion du cortex et de la médulla rénaux (KURUPPU et al., 2013). L’ET-1 
participe ainsi au développement de l’hypertension artérielle ainsi qu’à ses complications, 
particulièrement en lien avec la fonction rénale et au remodelage vasculaire (MOORHOUSE et 
al., 2013).  
L’ET-1 contribue également au développement de l’hypertension artérielle pulmonaire. Les 
niveaux plasmatiques et pulmonaires d’ET-1 sont augmentés chez les patients qui en souffrent et 
corrèlent avec le niveau de sévérité (GIAID et al., 1993). Cet effet est dû à une augmentation de 
la synthèse pulmonaire de l’ET-1 ainsi qu’à une diminution de sa clairance (STEWART et al., 
1991). L’ET-1 participe aussi au développement de la fibrose et au remodelage artériel pulmonaire 
dans les modèles pré-cliniques (fibrose induite par la monocrotaline ou la bléomycine, hypoxie) et 
ces effets sont bloqués par des antagonistes contre les récepteurs à l’ET-1 (CHEN et al., 1995, 
EDDAHIBI et al., 1995, JASMIN et al., 2001). L’hypertension artérielle pulmonaire est l’unique 
indication clinique actuelle de l’utilisation des antagonistes ambrisentan et macitentan (considérés 
sélectif ETA et mixte ETA/ETB respectivement, mais avec des sélectivités in vitro sur des récepteurs 
humains similaires), alors que le bosentan (antagoniste mixte avec une meilleure affinité pour le 
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récepteur ETA) est aussi utilisé pour la prévention des ulcères digitaux dus à la sclérodermie 
(DAVENPORT et al., 2016). Les antagonistes des récepteurs de l’endothéline semblent moins 
efficaces dans d’autres catégories d’hypertension pulmonaire. Par exemple, les taux d’ET-1 sont 
augmentés dans les poumons des animaux soumis à l’infarctus du myocarde, qui développement 
de la fibrose et de l’hypertension pulmonaire (VON LUEDER et al., 2004). Par contre, l’utilisation 
d’antagonistes endothélinergiques dans ces animaux n’a pas amélioré leurs paramètres 
pulmonaires ni réduit le développement du remodelage (NGUYEN et al., 2000, JIANG et al., 
2011).  
 
6.2.2 Biosynthèse de la Big ET-1 
6.2.2.1 Génétique 
Les 3 endothélines sont situées sur des gènes distincts. L’ET-1 est codée par le gène Edn1, 
situé sur le chromosome 6 et long de 6838 paires de bases. Edn1 contient 5 exons qui sont épissés 
en un ARNm mature de 2026 nucléotides (INOUE et al., 1989b, ARINAMI et al., 1991). Suite à 
une maturation protéolytique décrite plus loin, le peptide actif se situe dans l’exon 2, alors que le 
C-terminal de son précurseur immédiat, la Big ET-1, se situe dans l’exon 3. Une autre séquence 
de 21 acides aminés, comprenant les 4 cystéines de l’ET-1 conservées aux mêmes positions mais 
sans le tryptophane en C-terminal, se situe dans l’exon 4, le domaine peptidique ressemblant à 
l’endothéline (endothelin-like domain peptide, ELDP) (INOUE et al., 1989b). L’ELDP ne lie pas 
les récepteurs à l’endothéline, mais est présent dans le plasma et peut aider à potentialiser la 
réponse à l’ET-1 (YUZUGULEN et al., 2012, DHAUN et al., 2015). 
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6.2.2.2 Maturation en Big ET-1 
La traduction de l’ARNm de Edn1 résulte en une protéine de 212 acides aminés, la 
préproET-1. Une peptidase signal retire d’abord les 17 premiers résidus en N-terminal, ce qui 
produit la proET-1 de 195 acides aminés. Celle-ci est ensuite clivée en deux endroits dibasiques 
par la furine ou la proprotéine convertase-7 (PC7), 2 proprotéines convertases de type subtilisine 
(DENAULT et al., 1995, BLAIS et al., 2002). Les 2 résidus basiques en C-terminal sont ensuite 
clivés par des carboxypeptidases pour donner le précurseur immédiat de l’ET-1, la Big ET-1, de 
38 acides aminés (39 chez le porc et le rat). 
6.2.3 Synthèse de l’ET-1 par l’ECE 
6.2.3.1 Identification de l’ECE 
En se basant sur l’analyse des sites dibasiques entourant la séquence de l’ET-1, Yanagisawa 
et collaborateurs ont déduit la séquence de la Big ET-1 et prédit l’existence d’une enzyme de 
conversion de l’endothéline (ECE) (YANAGISAWA et al., 1988). La Big ET-1 est inactive et doit 
être clivée en C-terminal du Trp21, afin de découvrir celui-ci et permettre la signalisation par le 
peptide actif, l’ET-1. En raison de ce résidu aromatique en C-terminal, l’ECE fut d’abord suggérée 
comme une enzyme avec une activité de type chymotrypsine. En fait, plusieurs enzymes de ce type 
peuvent produire l’ET-1 à partir de la Big ET-1 in vitro. La chymotrypsine elle-même dégrade la 
Big ET-1 en trois étapes : production de ET-1 (1-31), puis clivage en ET-1 (le peptide mature de 
21 acides aminés), pour finir avec l’ET-1 (1-13) (TAKAOKA et al., 1990). Cependant, cette 
enzyme n’est pas présente dans la vasculature pour produire l’ET-1 cardiovasculaire. 
Le groupe d’Ohnaka et collaborateurs a été le premier à suggérer que l’ECE était en fait une 
métallo-endopeptidase neutre (OHNAKA et al., 1990). Cette ECE est sensible au 
phosphoramidon, un inhibiteur de la néprilysine (endopeptidase neutre 24.11, enképhalinase, 
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NEP). Cependant, l’inhibition moins importante par le thiorphan, un inhibiteur plus spécifique de 
la NEP, montre que l’ECE est distincte de la NEP (MCMAHON et al., 1991). De plus, la 
néprilysine est incapable de métaboliser la Big ET-1 en ET-1, mais elle peut dégrader l’ET-1 en 
des fragments inactifs (SOKOLOVSKY et al., 1990). L’ECE fut ensuite isolée de tissus 
pulmonaires de rat et de cellules endothéliales aortiques porcines (OHNAKA et al., 1993, 
TAKAHASHI et al., 1993), puis clonée en 1994 (SCHMIDT et al., 1994, XU et al., 1994). 
L’ECE est une métalloprotéase membranaire de type II (domaine catalytique extracellulaire), 
très glycosylée et fonctionnant en dimère lié de façon covalente. Elle possède une courte queue 
cytoplasmique, une région transmembranaire qui agit à titre de peptide signal, et un long domaine 
extracellulaire/intravésiculaire qui contient le site catalytique (TURNER & MURPHY, 1996). Il 
existe 2 enzymes de conversion de l’endothéline chez les humains et les rongeurs, dérivés de gènes 
distincts, soit l’ECE-1 et l’ECE-2. Chacune est épissée en 4 isoformes alternatifs (ECE-1a, 1b, 1c, 
1d et ECE-2a-1, 2a-2, 2b-1, 2b-2). L’ECE-1 est une endopeptidase neutre, comme la néprilysine, 
alors que l’ECE-2 est active dans un environnement acide (pH optimum à 5.5) (EMOTO & 
YANAGISAWA, 1995). Les isoformes alternatifs ne diffèrent que par leur domaine N-terminal 
cytosolique. Leurs formes purifiées possèdent une activité enzymatique identique mais des 
localisations différentes dans la cellule. Ainsi, ECE-1a et -1c sont majoritairement présentes à la 
membrane plasmique, alors que ECE-1b et –1d se situent dans les compartiments intérieurs tels 
que le réseau trans-Golgi et les endosomes (SCHWEIZER et al., 1997, MULLER et al., 2003). 
Les ECE-1 peuvent hétérodimériser, ce qui peut affecter leur localisation cellulaire (MULLER et 
al., 2003), et se trouver au noyau produire de l’ET-1 nucléaire (JAFRI & ERGUL, 2003). L’ECE-1 
peut donc produire de l’ET-1 dans les compartiments extracellulaires, intracellulaires, nucléaires 
et granulaires, contribuant à la synthèse de plusieurs réservoirs différents d’ET-1. La portion 
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catalytique de l’ECE-1 peut aussi être relâchée sous forme soluble tout en demeurant active 
(KURUPPU et al., 2007). Il n’est pas clair si l’ECE-1 est présente sous forme soluble et active 
physiologiquement in vivo. Ce processus peut toutefois être inhibé par le NO, montrant que la 
cellule endothéliale peut réguler la relâche de la forme soluble de l’ECE-1 (KURUPPU et al., 
2014). L’ECE-1 a été originalement isolée de cellules endothéliales, mais elle est aussi présente 
dans une grande variété de types cellulaires tels que les cellules musculaires lisses vasculaires, 
macrophages et neurones, qui peuvent tous produire de l’ET-1 (DAVENPORT & MAGUIRE, 
2006).  
6.2.3.2 Autres substrats des ECE 
Les substrats les mieux connus de l’ECE-1 sont les Big ET, avec une affinité Big ET-1 > Big 
ET-2 > Big ET-3 (TURNER & MURPHY, 1996). Même si elle a longtemps été considérée comme 
spécifique aux Big ET, l’ECE est capable de cliver d’autres substrats avec une activité similaire à 
celle de la NEP. Par exemple, l’ECE-1 clive la bradykinine (BK) mais n’exprime aucune activité 
sur l’Ang-I, l’Ang-II ou l’ANP (HOANG & TURNER, 1997). L’ECE-1 est aussi impliquée dans 
la dégradation endosomale de la substance P liée à son récepteur (ROOSTERMAN et al., 2007) 
et de la somatostatine-14 (ROOSTERMAN et al., 2008). 
L’ECE-1, comme la NEP, est aussi impliquée dans la maladie d’Alzheimer. L’ECE-1 soluble 
dégrade le peptide amyloïde-bêta (Aβ), que ce soit Aβ40 ou Aβ42 (ECKMAN et al., 2001). Les 
ECE sont augmentées dans les cerveaux atteints de la maladie d’Alzheimer et la délétion partielle 
de l’une ou l’autre de ces enzymes chez la souris (ECE-1+/- ou ECE-2-/-) augmente la présence des 
peptides Aβ dans leurs cerveaux (ECKMAN et al., 2003). L’ECE-2 est aussi augmentée dans les 
cerveaux de patients atteint de la maladie d’Alzheimer (PALMER et al., 2009). La contribution 
globale des ECE dans le développement de la maladie d’Alzheimer reste à déterminer, sa 
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dégradation de l’Aβ étant combinée avec la hausse de l’ET-1 (MINAMI et al., 1995, PALMER et 
al., 2012). L’ET-1 peut alors activer le récepteur ETA (qui semble néfaste (BRIYAL et al., 2011)) 
et le récepteur ETB (qui semble bénéfique (BRIYAL et al., 2015)).  
6.2.4 Synthèse de l’ET-1 indépendante de l’ECE 
L’absence de l’ECE-1, que ce soit doublé de l’absence de l’ECE-2 ou non, cause la mort in 
utero des souris, dues à des anomalies cardiaques et des défauts dans la crête neurale. Cependant, 
les fœtus contiennent environ 50 % des taux normaux endogènes d’ET-1, indiquant une importante 
contribution d’enzymes autres que l’ECE dans la synthèse de l’ET-1 chez le fœtus de souris 
(YANAGISAWA et al., 1998, YANAGISAWA et al., 2000).  
6.2.4.1 Synthèse de l’ET-1 (1-31) par la chymase 
Alors que l’ECE n’avait pas encore été identifiée, une voie alternative de synthèse de l’ET-1 
avait déjà été suggérée en 1990, une étude montrant que la cathepsine G, une protéase à sérine de 
type chymotrypsine, clive la Big ET-1 en un peptide vasoconstricteur de 31 acides aminés, l’ET-1 
(1-31) (PATTERSON et al., 1990, KAW et al., 1992). De plus, l’incubation de la Big ET-1 avec 
des fractions membranaires de poumons humains résulte en une production d’ET-1 (1-31), qui 
constricte l’artère pulmonaire de lapin. Cette hydrolyse est sensible au chymostatin, un inhibiteur 
non spécifique des enzymes de type chymotrypsine, mais pas au phosphoramidon (HANSON et 
al., 1997). La chymase peut aussi générer de l’ET-1 à partir de la Big ET-1 de façon sensible au 
chymostatin (WYPIJ et al., 1992). L’expression de la chymase purifiée a permis de déterminer 
que cette protéase clive la Big ET-1 pour produire l’ET-1 (1-31), et que cette activité est conservée 
pour la Big ET-2 et la Big ET-3 (NAKANO et al., 1997, KIDO et al., 1998). En ce sens, la chymase 
possède une activité similaire à la chymotrypsine (TAKAOKA et al., 1990). Par contre, la chymase 
ne peut cliver le lien Trp21-Val22 pour produire l’ET-1 actif (KIDO et al., 1998, SEMAAN et al., 
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2015). La chymase peut aussi convertir la Big ET-2 et la Big ET-3 en ET-2 (1-31) et ET-3 (1-31) 
respectivement, qui ont aussi une activité similaire à leur précurseur in vitro (NAKANO et al., 
1997, KIDO et al., 1998). 
6.2.4.2 Conversion de l’ET-1 (1-31) en ET-1 
L’ET-1 (1-31) possède plusieurs actions de l’ET-1, telle que l’action vasoconstrictrice sur le 
système artériel. L’ET-1 (1-31) peut aussi activer la prolifération cellulaire de cellules en culture, 
la production endothéliale de NO et la production de stéroïdes par le cortex surrénalien (voir 
Tableau 3 et Tableau 4). L’absence du tryptophane en C-terminal de l’ET-1 (1-31), l’équipotence 
de ce peptide avec la Big ET-1, de même que la similitude des actions entre l’ET-1 et l’ET-1 
(1-31), indiquent la possibilité d’un clivage de l’ET-1 (1-31) en ET-1 afin de lier les récepteurs 
endothélinergiques et induire leur signalisation. Les données in vitro telles que montrées dans les 
Tableau 3 et Tableau 4 sont contradictoires à ce sujet. Alors que Kitamura et collègues montrent 
que l’ET-1 (1-31) peut lier ETB sans conversion en ET-1 (KITAMURA et al., 2003), un autre 
groupe a démontré la nécessité d’une conversion en ET-1 pour la liaison de ETA et ETB sur des 
cellules musculaires lisses bronchiques humaines (HAYASAKI-KAJIWARA et al., 1999). De 
plus, l’étude de la liaison de la Big ET-1 radiomarquée indique une liaison lorsque l’iodination à 
l’iode125 se fait sur la Tyr13, mais pas sur la Tyr31, indiquant indirectement que l’ET-1 (1-31) ne lie 
pas les récepteurs des endothélines (RUSSELL et al., 1998).  
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Tableau 3 : Pharmacologie de l'ET-1 (1-31) dans les modèles animaux in vitro 
Espèce Modèle in vitro 
Voie 
d’activation 
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KITAMURA 
et al. (2003) 
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KITAMURA 



















NIWA et al. 
(2000) 
 Artère coronaire Aucune ETA 
Constriction, 
Niveaux Ca2+ 
KISHI et al. 
(1998), NIWA 
et al. (2000) 
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Tableau 4 : Pharmacologie de l'ET-1 (1-31) sur des tissus humains in vitro 
Modèle in vitro 
Voie 
d’activation 





















al. (1999), INUI 






















































- - Constriction 
TAKEJI et al. 
(2000) 
Tableaux 3 et 4 adaptés de D'ORLÉANS-JUSTE et al. (2008) et reproduits avec la permission de 
Elsevier. 
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Les actions de l’ET-1 (1-31) in vitro sont dépendants des récepteurs ETA et/ou ETB, indiquant 
que son activité passe par les mêmes récepteurs que l’ET-1 (MAZZOCCHI et al., 2000, 
REBUFFAT et al., 2001, ROSSI et al., 2002). La plupart des études in vitro présentées dans les 
Tableau 3 et Tableau 4 montrent une activité de l’ET-1 (1-31) insensible aux inhibiteurs de 
métalloendoprotéases, comme le phosphoramidon ou le thiorphan, et aux inhibiteurs de protéase 
à sérine. Par contre, l’activité de l’ET-1 (1-31) sur les cellules musculaires lisses bronchiques 
humaines, et dans la trachée de souris allergique, est inhibée par le phosphoramidon, montrant la 
nécessité de cliver le lien Trp21-Val22 pour produire l’ET-1 mature (HAYASAKI-KAJIWARA et 
al., 1999, DE CAMPO et al., 2002). De leur côté, le groupe de Maguire et collaborateurs décrit 
une conversion de l’ET-1 (1-31) en ET-1 par les artères mammaire interne et coronaire équivalente 
à la conversion de la Big ET-1 en ET-1. Ils n’ont, par contre, pas pu déterminer quelles protéases 
étaient impliquées (MAGUIRE et al., 2001).  
L’étude pharmacologique de l’ET-1 (1-31) dans des organes complets perfusés ou in vivo 
donne des résultats plus cohérents (voir Tableau 5). La plupart des modèles mentionnent la 
sensibilité de l’effet de l’ET-1 (1-31) au phosphoramidon et au thiorphan, indiquant le rôle du 
clivage par la NEP dans l’activité du peptide intermédiaire. 
Le profil de réponse de la pression artérielle à l’ET-1 est inversé lorsque le peptide est 
administré au niveau du système nerveux central comparativement à une administration 
systémique. Par l’activation du récepteur ETA, il cause une hausse initiale de la pression artérielle. 
Il s’ensuit une hypotension, accompagnée d’une constriction des artères cérébrales et d’une 
diminution de la perfusion cérébrale (GULATI et al., 1996). Cette action dépend de l’activation 
du système adrénergique et de la modulation du débit cardiaque (GULATI et al., 1997). Lu et al. 
ont démontré que lorsqu’injecté de façon intra-cérébro-ventriculaire (i.c.v.) ou dans la médulla 
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rostrale ventrolatérale, l’ET-1 (1-31), tout comme l’ET-1, induit une hausse de la pression 
artérielle suivie d’une hypotension. Cette action de l’ET-1 (1-31) est sensible au phosphoramidon, 
montrant la nécessité de conversion en ET-1 pour son activité au système nerveux central (LU et 
al., 2005, LU et al., 2007b).  
Notre groupe a montré que l’ET-1 (1-31) devait être converti en ET-1 pour induire la relâche 
d’eicosanoïdes dans le poumon de cobaye perfusé (HONORE et al., 2002, PLANTE et al., 2002). 
De plus, nous avons montré dans le cobaye (HONORE et al., 2002), le lapin (FECTEAU et al., 
2005) et la souris (SIMARD et al., 2009) que l’action vasopressive de l’ET-1 (1-31) systémique 
dépend de son activation par la NEP. Ainsi, les preuves in vivo semblent montrer que 
l’ET-1 (1-31), comme la Big ET-1, est inactif par lui-même et agit en tant qu’intermédiaire de la 
synthèse de l’ET-1 mature (voir Figure 9). 
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Tableau adapté de D'ORLÉANS-JUSTE et al. (2008) et reproduit avec la permission de Elsevier. 
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Figure 9 : Biosynthèse et activité vasculaire de l'ET-1 



























































Légende de la Figure 9 
La Big ET-1 peut être convertie en ET-1 par deux voies principales différentes. La première, et 
plus classique, implique le clivage du lien Trp21-Val22 de la Big ET-1 par l’ECE pour former le 
peptide mature, une voie sensible au phosphoramidon et au CGS 35066. La chymase, quant à elle, 
clive le lien Tyr31-Gly32 pour former l’ET-1 (1-31), une réaction inhibée par le chymostatin et le 
TY-51469. L’ECE est incapable de cliver le lien Trp21-Val22 de l’ET-1 (1-31). Cette action est 
accomplie par la NEP, qui est aussi sensible au phosphoramidon en plus d’être spécifiquement 
inhibé par le thiorphan. Le phosphoramidon bloque ainsi les 2 voies de conversion de la Big ET-1 
en ET-1. La NEP et la CPA3 peuvent aussi dégrader l’ET-1 en des fragments inactifs. L’ECE se 
retrouve sur la membrane basolatérale des cellules endothéliales et plusieurs de leurs vésicules 
intracellulaires. Elle se retrouve aussi sur les cellules musculaires lisses. L’ET-1 peut alors activer 
ses récepteurs ETA et ETB. Sur la cellule endothéliale, l’activation du récepteur ETB engendre la 
production de facteurs relaxants et anti-plaquettaires comme le NO et la PGI2. Sur le muscle lisse, 
l’activation des deux récepteurs entraîne une vasoconstriction, mais ils s’opposent dans l’induction 
de la prolifération des cellules musculaires lisses. Les mastocytes, présents principalement dans 
l’adventice (non montré dans la figure), expriment aussi le récepteur ETA, dont l’activation 




6.2.5 Importance physiopathologique de la chymase dans l’activité du système 
endothélinergique 
6.2.5.1 Impact de la répression de l’ECE fœtale 
Bien que les résultats présentés précédemment montrent bien que la chymase peut cliver la 
Big ET-1 en ET-1 (1-31), pour ensuite être convertie en ET-1, l’importance physiopathologique 
de cette voie de synthèse de l’ET-1 est restée nébuleuse. Un obstacle à cette connaissance provient 
du fait que le phosphoramidon, largement utilisé pour étudier les effets de la Big ET-1 
(D'ORLÉANS-JUSTE et al., 2008, HOUDE et al., 2016a), inhibe aussi bien l’ECE que la NEP et 
donc les 2 voies de synthèse de l’ET-1 décrites plus haut. La voie chymase/NEP-dépendante étant 
méconnue, la conclusion souvent émise était que l’ECE était seule responsable de la synthèse de 
l’ET-1. 
Les souris déficientes en ECE-1 (ECE-/-) meurent in utero ou dans les 30 minutes suivant la 
mise bas à cause d’une déficience pulmonaire (YANAGISAWA et al., 1998). Elles présentent de 
grands défauts de développement de la crête neurale et de graves déficiences craniofaciales, 
osseuses, vasculaires et cardiaques. Les malformations sont très similaires aux souris ET-1-/- 
(KURIHARA et al., 1994) et ETA
-/- (CLOUTHIER et al., 1998), avec cependant une gravité accrue 
puisque ces 2 derniers modèles ne meurent pas in utero et ont une pénétrance plus faible de 
déficiences cardiaques (KURIHARA et al., 1995). Les souris ECE-1-/- montrent aussi des 
similitudes avec les souris ET-3-/- (BAYNASH et al., 1994) et ETB
-/- (HOSODA et al., 1994) avec 
des déficiences dans le développement des mélanocytes issus de la crête neurale et des neurones 
entériques dans le colon distal. Le phénotype ECE-1-/- ressemblerait en fait au phénotype 
ETA
-/-/ETB
-/-, où les 2 récepteurs du système endothélinergique sont absents, illustrant le rôle 
central de cette enzyme dans l’activité de toutes les endothélines (YANAGISAWA et al., 1998). 
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Par contre, les embryons ECE-1-/- de fin de gestation contiennent toujours 50 % d’ET-1 (et 
10 % d’ET-3), indiquant une source alternative du peptide mature. La répression de l’ECE-2 
résulte en des souris saines et fertiles et exprimant des taux normaux d’ET-1. La co-répression 
ECE-1-/-/ECE-2-/- ne réduit pas davantage les taux d’ET-1 fœtaux compartivement aux souris 
ECE-1-/-. L’ECE-2 ne compense donc pas pour l’absence de l’ECE-1 dans la synthèse de l’ET-1 
chez l’embryon de souris, montrant la présence d’autres protéases capables de produire des 
quantités physiologiquement détectables d’ET-1, sans pouvoir secourir le phénotype sauvage lors 
du développement de la souris (YANAGISAWA et al., 2000). 
6.2.5.2 Impact de la chymase sur l’activité de la Big ET-1 
Le seul inhibiteur de chymase commercialement disponible, le chymostatin, a été largement 
utilisé pour évaluer l’impact de la chymase sur l’activité de la Big ET-1 in vitro (Tableau 6). Le 
chymostatin n’a aucun effet sur les effets de la Big ET-1 dans des modèles cellulaires (BEARA-
LASIC et al., 1997, HAYASAKI-KAJIWARA et al., 1999), mais comme la chymase n’est 
exprimée que par les mastocytes, ce résultat n’est guère surprenant. Dans la plupart des modèles 
d’organes isolés, l’inhibition de la chymase a réduit la vasoconstriction artérielle provoquée par la 
Big ET-1. L’action semble spécifique au système artériel, Watts et collaborateurs n’ayant détecté 
aucun effet du chymostatin sur la contraction de la veine cave par la Big ET-1 (WATTS et al., 
2007). Une seule étude a évalué l’effet de l’inhibition de la chymase sur l’activité de la Big ET-1 
in vivo, notre groupe ayant démontré une inhibition de la hausse de la pression artérielle causée 
par l’administration du précurseur de l’ET-1 (SIMARD et al., 2009). Cette étude a utilisé le 
chymostatin et le Suc-Val-Pro-PheP(OPh)2, deux inhibiteurs d’enzymes de type chymotrypsine. 
Nous avons donc voulu valider l’identité de la chymase de souris impliquée dans l’activité de la 
Big ET-1 dans l’Article 1 de la thèse. 
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Tableau 6 : Effets de l'inhibition de la chymase sur l'activité de la Big ET-1 
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6.3 Implication physiopathologique de la chymase 
La chymase, étant une protéase issue de la dégranulation des mastocytes, a initialement été 
perçue comme une enzyme impliquée dans les processus inflammatoires. La mMCP-1 a été 
identifiée pour son rôle dans l’expulsion des parasites, mais elle n’a pas d’homologue humain 
(KNIGHT et al., 2000). La mMCP-4 pourrait assumer un rôle plus général, contrôlant la migration 
et la perméabilité basale de l’épithélium intestinal (GROSCHWITZ et al., 2009).  
6.3.1 Système pulmonaire 
Le rôle de la chymase a été beaucoup étudié dans la pathologie de l’asthme. L’inhibition de 
la chymase (et de la cathepsine G) réduit le développement de l’hyperréactivité des voies aériennes 
ainsi que le recrutement des neutrophiles dans des modèles de mouton, de rat et de souris (DE 
GARAVILLA et al., 2005, MARYANOFF et al., 2010). Par contre, la présence de mastocytes 
exprimant la chymase dans l’asthme humain corrèle positivement avec la fonction pulmonaire des 
patients (BALZAR et al., 2005). Ainsi, la présence de la mMCP-4 est bénéfique dans un modèle 
d’asthme chez la souris (WAERN et al., 2009). La mMCP-4 inhibe l’hyperplasie et la prolifération 
des cellules musculaires lisses, en modifiant les liens cellule-matrice et en dégradant des cytokines 
inflammatoires dans ce modèle (LAZAAR et al., 2002). L’étude du rôle de la chymase par des 
inhibiteurs chez la souris est complexifiée par les actions opposées de mMCP-1 et mMCP-4 dans 
l’asthme (SUGIMOTO et al., 2012). La chymase pourrait aussi jouer un rôle bénéfique dans 
l’asthme en activant MMP-9, qui promeut la résolution de l’inflammation en activant le repli des 
neutrophiles et éosinophiles recrutés (CORRY et al., 2004, GREENLEE et al., 2006). L’activation 
des gélatinases pourrait aussi mener à la régression de la fibrose pulmonaire suite à un épisode 
hypoxique (TOZZI et al., 1998, RILEY et al., 2000). La chymase possède aussi rôle protecteur 
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contre certaines toxines (AKAHOSHI et al., 2011) et son expression corrèle avec le niveau de 
guérison de la peau chez la souris (NISHIKORI et al., 1998).  
La chymase, si elle est protectrice contre l’asthme, semble l’être beaucoup moins chez les 
patients atteints d’hypertension pulmonaire. Les niveaux de chymase corrèlent avec la fibrose 
pulmonaire chez les patients atteints (MITANI et al., 1999). Normalement faible, la proportion 
des mastocytes pulmonaires qui exprime la chymase augmente grandement chez les patients 
atteints de maladie pulmonaire vasculaire congénitale associée à une maladie cardiaque 
congénitale. La chymase se retrouve surtout autour des parois musculaires et ses niveaux corrèlent 
avec la résistance vasculaire pulmonaire (HAMADA et al., 1999, FARHA et al., 2012). Cette 
corrélation est aussi retrouvée chez les patients atteints de maladie pulmonaire obstructive 
chronique (KOSANOVIC et al., 2014). Chez le rat traité à la monocrotaline, un modèle 
d’hypertension pulmonaire, l’activité chymase est augmentée et responsable de la hausse de 
l’Ang-II (KISHI et al., 2006). L’inhibition de la chymase par le TY-51469 réduit le remodelage 
vasculaire pulmonaire dans ce modèle, modifié par l’ajout d’un shunt aorto-caval (BARTELDS et 
al., 2011). Dans un modèle d’hypertension causé par la fibrose pulmonaire induite par la 
bléomycine, chez le hamster, l’inhibition de la chymase par le BCEAB réduit la pression artérielle 
et la fibrose pulmonaires ainsi que l’hypertrophie ventriculaire droite cardiaque (KOSANOVIC et 
al., 2015). Le chymostatin réduit aussi l’activité Ang-II et la pression ventriculaire droite 
systolique chez le hamster exposé à la fumée de cigarette (WANG et al., 2010). Ainsi, l’inhibition 
de la chymase pourrait être une cible intéressante dans le traitement de l’hypertension pulmonaire.  
6.3.2 Système rénal 
Dans un modèle d’obstruction unilatérale de l’uretère chez la souris, un modèle où la 
dégranulation mastocytaire joue un rôle néfaste (SUMMERS et al., 2012, VEERAPPAN et al., 
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2012), la mMCP-4 protège contre les dommages tubulaires rénaux et la fibrose (BEGHDADI et 
al., 2013). C’est cependant la seule étude mentionnant un rôle bénéfique de la chymase dans des 
modèles de pathologie rénale. Ainsi, l’inhibition de la chymase réduit la fibrose dans le même 
modèle d’obstruction unilatérale de l’uretère chez le hamster (FAN et al., 2009). La répression 
génique de la chymase réduit la progression de la glomérulonéphrite induite par un anticorps auto-
immun chez la souris, un modèle dans lequel les mastocytes ont une action globale protectrice 
(KANAMARU et al., 2006, SCANDIUZZI et al., 2010). De plus, dans un modèle de syndrome 
hépato-rénal induit par la cirrhose du foie chez le rat, un inhibiteur de chymase réduit la pression 
portale et améliore les paramètres hépatiques et rénaux. Dans ces deux systèmes, l’inhibition de la 
chymase réduit aussi les niveaux tissulaires d’Ang-II, d’ET-1 et de TGF-β (SANSOE et al., 2016). 
Chez l’humain, les niveaux de chymase corrèlent avec la fibrose dans les reins greffés et rejetés 
(YAMADA et al., 2001), la glomérulonéphrite à IgA (maladie de Berger) (KONISHI et al., 2008) 
et dans l’intima hyperplasique veineuse chez les patients atteints de maladie rénale chronique ou 
terminale (WASSE et al., 2011). Dans cette dernière étude, la chymase colocalise avec le TGF-β, 
facteur central dans l’insuffisance rénale. L’Ang-II est aussi un facteur clé dans cette maladie, 
entre autres en augmentant l’expression du TGF-β. Dans un modèle d’ischémie rénale unilatérale, 
l’activité Ang-II est augmentée dans les deux reins. Cette augmentation est bloquée par un 
inhibiteur de chymase dans le rein ischémique, mais il faut un inhibiteur de l’ECA dans le rein 
non-ischémique, suggérant une combinaison bénéfique d’un inhibiteur de l’ECA avec un 
inhibiteur de chymase (TOKUYAMA et al., 2002, SADJADI et al., 2005). L’inhibition de la 
chymase améliore aussi les paramètres rénaux dans un modèle de glomérulopathie diabétique chez 
le rat (MAEDA et al., 2010). L’inhibition de la chymase réduit aussi l’hypertension liée au sel 
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dans un modèle de souris (DEVARAJAN et al., 2015). Ainsi, la chymase est une cible potentielle 
dans le traitement de plusieurs pathologies rénales. 
6.3.3 Système de l’ET-1 
Peu d’études ont évalué le rôle de la chymase dans les actions pathologiques de l’ET-1. Dans 
leur modèle de fibrose pulmonaire chez le hamster, Kosanovic et collaborateurs ont montré que 
l’inhibition de la chymase réduit la réactivité d’artères pulmonaires isolées ex vivo. Étonnamment, 
l’action du chymostatin s’ajoute à celle du phosphoramidon qui devrait en théorie inhiber autant 
la maturation de la Big ET-1 par l’ECE que par la voie chymase/NEP. Ils montrent aussi une 
tendance de l’inhibiteur de chymase à réduire le ratio ET-1/Big ET-1 dans les poumons des 
hamsters hypertendus (KOSANOVIC et al., 2015). Une autre piste est suggérée par Mawatari et 
collègues, qui montrent une forte expression de l’ET-1 (1-31) dans les athéromes de l’aorte 
thoracique de hamsters hypercholestérolémiques (MAWATARI et al., 2004). L’Article 2 de la 
présente thèse porte sur l’impact de la chymase et de l’ET-1 dans le développement de 
l’athérosclérose. 
6.4 L’athérosclérose 
6.4.1 La problématique de l’athérosclérose 
L’athérosclérose est une maladie inflammatoire affectant principalement les grosses artères 
des mammifères supérieurs. C’est une forme d’artériosclérose, impliquant un durcissement des 
artères affectées et la formation de plaques lipidiques et inflammatoires dans la matrice 
sous-endothéliale des artères (BOUDI & AHSAN, 2009). On nomme cette plaque lésion grasse 
lors de ses premiers stades de développement, puis athérome lorsqu’elle est plus avancée. Un 
durcissement de l’artère, une réduction de la lumière du vaisseau et ultimement l’athérothrombose 
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caractérisent les effets morphologiques macroscopiques de l’athérosclérose (THUBRIKAR, 
2007). 
6.4.1.1  Les complications associées 
Les complications découlant de l’athérosclérose sont pour la plupart des maladies congestives 
du système cardiovasculaire, limitant l’apport sanguin aux tissus en aval de l’artère affectée. 
L’élargissement de l’athérome et la formation de sténoses, dans les stades plus avancés, obstruent 
la lumière vasculaire et peuvent diminuer le flot sanguin et l’apport énergétique des tissus. 
L’apparition d’anévrismes dérive de la surcompensation du vaisseau et l’amincissement de la paroi 
pour contrer l’apparition de sténoses et la réduction du flot sanguin (RUSSELL, 2009). 
De plus, le contenu de l’athérome contient des protéines de matrice extracellulaire et le noyau 
lipidique, tous deux très thrombotiques. Si ce contenu s’échappe dans la circulation, un thrombus 
se forme et peut obstruer la lumière de l’artère en partie (formation de sténose, angine instable, 
etc.) ou totalement (infarctus du myocarde, atteinte ischémique périphérique ou accident vasculaire 
cérébral, etc.) en aval de la lésion. De plus, la rupture d’un anévrisme peut résulter en une 
importante et dangereuse hémorragie, selon la taille et le vaisseau affecté (BOUDI & AHSAN, 
2009). 
6.4.2 Description de l’athérosclérose 
L’athérosclérose est une maladie inflammatoire complexe à développement très lent (Figure 
10). Elle consiste en plusieurs athéromes qui sont disséminés principalement dans le réseau artériel 
de l’individu. La composition de la lésion varie en fonction du stade de son développement.  
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6.4.2.1 L’initiation des lésions lipidiques 
Des lipoprotéines de faible densité (LDL) présentant la lipoprotéine ApoB100 sont absorbées 
par l’endothélium puis, par transcytose, relâchées dans la matrice sous-endothéliale. Une hausse 
des taux sanguins de LDL présentant l’ApoB100 augmente le transfert de ceux-ci dans la matrice 
sous-endothéliale. Les LDL y sont oxydées (ox-LDL), entre autres par le stress oxydatif local, et 
y restent emprisonnées. Ce passage trans-endothélial des LDL est plus susceptible dans les zones 
plus sensibles à l’athérogenèse, principalement par une baisse de la dégradation et de l’efflux des 
lipoprotéines (SCHWENKE & CAREW, 1989a, 1989b). L’augmentation du stress oxydatif peut 
aussi être causée par une insulte endothéliale comme le stress, une hypertension, une baisse des 
lipoprotéines à haute densité (HDL) impliquées dans la recapture du cholestérol des tissus, une 
hyperglycémie, etc. (FEARON & FAUX, 2009). Ce phénomène peut être réversible et se produit 
dès la naissance (DIAZ et al., 1997). Les plaques athérosclérotiques sont surtout localisées dans 
les embranchements et les courbatures du système artériel, là où les forces de cisaillement ne sont 
pas laminaires mais turbulentes et la pression sur la paroi est grande, et où la production de NO et 
de prostacycline (PGI2) est conséquemment réduite (LOWE, 2003).  
6.4.2.2 La dysfonction endothéliale 
La présence des ox-LDL dans l’intima est détectée par l’endothélium, qui est alors activé et 
change de phénotype. De plus, certains facteurs de risque de l’athérosclérose comme 
l’hyperglycémie et l’hypercholestérolémie peuvent initier la dysfonction endothéliale en dégradant 
son glycocalyx (DRAKE-HOLLAND & NOBLE, 2009). Si l’endothélium produit toujours du NO 
et de la PGI2, sa contribution au stress oxydatif augmente. Le superoxyde peut alors séquestrer le 





Figure 10 : Schématisation de la progression de l’athérosclérose 
Illustration du développement de l’athérome, d’un point de vue cellulaire, de l’initiation à la 
formation de la plaque avancée. La rupture de la plaque et l’athérothrombose ne sont pas montrées 
sur cette planche. L’image montre que l’incorporation de LDL dans l’intima, leur oxydation et 
l’invasion de l’intima par les monocytes se produisent avant l’apparition visible d’une lésion ou 
un rétrécissement de la lumière vasculaire (1-4). La lésion devient visible lorsque les monocytes 
sont activés en macrophages, pour former des cellules spumeuses et constituer la lésion lipidique 
visible (5-6). L’athérome prend forme lorsque les cellules musculaires lisses vasculaires 
envahissent l’intima et forment le cap fibreux (6-7). L’intérieur de l’athérome avancé devient un 




sensible à cette augmentation du stress oxydatif, est oxydée à son tour, causant la déplétion de ce 
cofacteur de la eNOS. De plus, l’enzyme synthétisant le BH4, la cyclohydrolase du GTP (GTPCH), 
est réprimée en cas de dysfonction endothéliale alors que l’enzyme favorisant la réduction du BH2 
en BH4, la réductase du dihydrofolate (DHFR), est inhibée par le stress oxydatif (VASQUEZ-
VIVAR, 2009). Sans BH4, la eNOS se découple et devient monomérique, produisant du 
superoxyde à la place du NO, augmentant encore le stress oxydatif tout en diminuant le NO présent 
pour relaxer le muscle lisse et inhiber l’activité plaquettaire (CRABTREE et al., 2008). Ce 
phénomène, la dysfonction endothéliale, est à la base de la plupart des maladies cardiovasculaires, 
même en stade précoce. 
6.4.2.3 L’initiation de l’inflammation par l’endothélium 
La cellule endothéliale réagit aussi aux ox-LDL pour les éliminer en produisant des protéines 
d’adhésion à sa surface : la P-sélectine, que les molécules d’adhésion cellulaire vasculaire 
(VCAM, vascular cell adhesion molecule) et intercellulaire (ICAM, intercellular cell adhesion 
molecule) et la chimiokine MCP-1 (SIMIONESCU, 2007). Cette expression de protéines 
d’adhésion à sa surface permet aux plaquettes de lier l’endothélium, puis de servir de pont entre 
celui-ci et les monocytes qui sont attirés (MASSBERG et al., 2002). Ceux-ci peuvent alors lier 
l’endothélium puis migrer dans la matrice sous-endothéliale pour y phagocyter les ox-LDL et le 
cholestérol estérifié en les reconnaissant par leur récepteur LDL-R et leurs récepteurs charognards. 
Cependant, les monocytes ne peuvent digérer les ox-LDL qui y restent prisonniers. Cela induit la 
différentiation des monocytes en macrophages et la réponse inflammatoire (GOWN et al., 1986, 
LIBBY, 2000). 
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6.4.2.4 Formation de l’athérome 
Les macrophages produisent plusieurs facteurs chimio-attractants, comme le MCP-1, qui 
diffusent dans la circulation pour recruter d’autres monocytes, des neutrophiles, des 
lymphocytes T. Des mastocytes sont aussi attirés dans la nouvelle plaque qui se crée (LIBBY & 
SHI, 2007). Pendant tout ce temps, la hausse du stress oxydatif entraîne toujours l’entrée de 
nouveaux LDL dans l’intima, qui y sont oxydées. Les macrophages ingèrent tant de ox-LDL que 
leur phénotype change encore : ils deviennent des cellules spumeuses, caractérisées par d’énormes 
vacuoles de lipides et de cholestérol. Ces cellules conservent leurs capacités de macrophages et, 
en réponse à la toxicité du contenu phagocyté, contribuent à l’augmentation de l’inflammation 
(GERRITY et al., 1979, WEBB & MOORE, 2007). C’est un cycle qui se perpétue, mais qui est 
réversible et sans effet clinique (LIBBY, 2000). 
6.4.2.5 Invasion de l’athérome par les cellules musculaires lisses vasculaires 
Ce cycle inflammatoire inclut une importante production de cytokines affectant 
l’endothélium, qui joue maintenant le double rôle d’inhibiteur et de promoteur de l’athérosclérose 
(SIMIONESCU, 2007). Les cytokines des cellules endothéliales, spumeuses et des lymphocytes 
T induisent l’activation des cellules musculaires lisses vasculaires, dont la prolifération n’est plus 
inhibée par le NO d’origine endothéliale. Celles-ci commencent alors à migrer vers la plaque et 
ainsi à envahir l’intima. Elles se mettent aussi à y proliférer (SCHWARTZ, 1997). Jusque-là, 
l’épaississement de la plaque était compensé par l’amincissement de la paroi vasculaire. Lors de 
l’invasion des CMLV, cet épaississement se produit aussi vers la lumière vasculaire et devient 
irréversible, créant une sténose (HUI, 2008). 
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6.4.2.6 Formation du cap fibreux 
L’athérome, à ce stade, est considéré avancé. Attirées entre autres par le facteur de croissance 
dérivé des plaquettes (PDGF), les CMLV migrent entre les cellules endothéliales et un noyau 
lipidique inflammatoire (SCHWARTZ, 1997). À cet endroit, les CMLV sécrètent du collagène et 
de la fibronectine qui créent, au-dessus du noyau lipidique, une matrice nommée le cap fibreux 
sous l’impulsion notamment du TGF-β (LIBBY, 2000). Ce cap sous-endothélial stabilise 
l’athérome et prévient la fuite du contenu du noyau lipidique, hautement thrombogénique, dans la 
lumière vasculaire (BEA et al., 2006). Parallèlement, le muscle lisse lui-même commence à se 
calcifier. Des micro-dépôts de Ca2+ se forment dans les CMLV du muscle vasculaire et dans la 
plaque. Ces dépôts de cristaux de Ca2+ dans la paroi ainsi que l’athérome lui-même diminuent 
l’élasticité et durcissent le mur vasculaire (SHANAHAN et al., 1994). 
6.4.2.7 Rupture du cap fibreux 
Cependant, au milieu du noyau lipidique, les cellules spumeuses, intoxiquées de ox-LDL, 
cholestérol et cytokines, meurent par apoptose. Leurs débris demeurent dans le noyau, formant un 
centre nécrotique qui contribue à l’inflammation (FINN et al., 2009). Il induit une réponse de 
réparation par la synthèse de protéines de la matrice et la formation de nouveaux vaisseaux au 
cœur de la plaque, des vasa vasorum, qui sont cependant susceptibles d’éclater et de provoquer 
l’hémorragie à l’intérieur de l’athérome. L’entrée de sang dans la plaque contribue à 
l’inflammation et à l’apparition d’accidents cardiovasculaires (KOLODGIE et al., 2003, FINN et 
al., 2009). Les cellules spumeuses relâchent des protéases qui grugent le cap fibreux formé par les 
CMLV (GALIS et al., 1994). Au niveau endothélial, dans les athéromes très avancés, les cellules 
peuvent adopter elles aussi un profil spumeux et mourir par apoptose ou anoïkose (SIMIONESCU, 
2007). Il se crée ainsi un équilibre entre la production de protéines par les CMLV pour renforcer 
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le cap fibreux et la production de protéases par l’infiltration de leucocytes qui dégradent ces 
protéines pour détruire le cap. Lorsque l’équilibre penche du côté des protéases et des leucocytes, 
le cap fibreux peut être dégradé et les CMLV disparaissent jusqu’à un point de rupture (VAN DER 
WAL et al., 1994, LIBBY, 2001). 
6.4.2.8 Athérothrombose, sténose et infarctus 
La rupture de l’athérome provoque le déversement d’une partie de son contenu dans la lumière 
vasculaire. Dans ce contenu se trouvent du collagène, de la fibronectine, du PAF, du thromboxane 
A2 (TxA2), un mélange de cytokines, etc. Presque instantanément, les plaquettes commencent à 
agréger au point de rupture et activent la coagulation pour former un thrombus (HANSSON, 2005). 
Celui-ci peut rester en place et obstruer le flot sanguin à cet endroit. Si l’obstruction n’est pas 
complète, le sang peut continuer à irriguer les tissus qui se trouvent en aval de l’athérome. Le 
thrombus peut être détruit et le cap fibreux reformé. Cependant, la lumière est réduite : une sténose 
se forme. Les tissus survivent mais ne parviennent plus à augmenter leur métabolisme (INSULL, 
2009). La média autour de l’athérome peut tenter de compenser et former un anévrisme qui 
l’amincit dangereusement (sauf au niveau cérébral où l’étiologie de l’anévrisme est différente) 
(THUBRIKAR, 2007). 
Le thrombus peut aussi bloquer totalement la circulation là où il a été formé ou encore être 
relâché dans la circulation et obstruer une plus petite artère plus loin dans la circulation, entraînant 
une ischémie. Dans certains cas, ce sont des artérioles périphériques qui sont touchées et le patient 
n’en est pas conscient. Par contre, cela peut aussi mener à un infarctus du myocarde ou un accident 
vasculaire cérébral. L’infarctus formé constitue souvent l’unique manifestation clinique de 
l’athérosclérose (INSULL, 2009). 
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6.4.3 Les modèles d’athérosclérose chez la souris 
Même très âgés, les rongeurs ne développent normalement pas d’athérome (ROBERTS & 
THOMPSON, 1976). De plus, le profil lipidique de la souris est différent du profil humain. Le 
transport des triglycérides et du cholestérol s’effectue principalement par les HDL chez la souris, 
qui n’ont que peu de LDL et de lipoprotéine à très faible densité (VLDL, very low density 
lipoprotein). Chez l’humain, le rôle des LDL dans le transport des lipides est nettement plus élevé. 
Les souris n’expriment pas la protéine de transfert de l’ester de cholestérol (CETP) qui transfert le 
cholestérol des HDL vers les LDL chez l’humain. Il a donc fallu provoquer l’apparition de lésions 
athérosclérotiques chez ces animaux.  
6.4.3.1 Diètes athérogènes 
Vers la fin des années 1960, des diètes très riches en lipides ont été créées afin de provoquer 
l’apparition d’athéromes chez la souris (THOMPSON, 1969, ROBERTS & THOMPSON, 1976). 
Ces diètes varient beaucoup et comportent généralement plus de 50 % de l’apport calorique 
provenant des graisses, de fortes concentrations de gras, de cholestérol et de cholate de sodium 
(THOMPSON, 1969). Celui-ci facilite l’absorption du cholestérol et inhibe la sécrétion d’acide 
biliaire (WANG et al., 1999). L’efficacité de ces diètes était mitigée, les lésions n’étant pas 
comparables aux lésions humaines et la diète mal tolérée (TEMEL & RUDEL, 2007). Dans les 
années 1980, Paigen et collaborateurs étudièrent plusieurs diètes sur 16 souches de souris de 
laboratoire, identifiant la souris C56BL/6 comme souche susceptible à l’athérosclérose sous une 
diète athérogène (PAIGEN et al., 1990). De cette étude dérive la diète dite « Western », créée pour 
ressembler à la malbouffe occidentale, beaucoup moins toxique pour la souris mais tout de même 
athérogène. Cette diète est encore largement utilisée de nos jours, mais des modèles de souris 
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génétiquement modifiées sont apparus et ont radicalement transformé le monde de la recherche 
sur l’athérosclérose (TEMEL & RUDEL, 2007). 
6.4.3.2 La souris LDLR-/- 
La souris déficiente pour le récepteur à la lipoprotéine de faible densité (LDLR : low-density 
lipoprotein receptor) est hypercholestérolémique, avec une déficience dans la capture des LDL 
sanguins. Ces souris développent une faible athérosclérose sous diète normale, car les LDL 
peuvent être captés par d’autres récepteurs par le biais d’ApoB-48 (VENIANT et al., 2008). La 
diète de type Western est donc importante pour accélérer le développement de l’athérosclérose 
dans ces souris (ZADELAAR et al., 2007). L’avantage de ce type de souris est le développement 
d’un profil lipoprotéique similaire au profil humain. 
6.4.3.3 La souris ApoE-/-  
6.4.3.3.1 Les rôles de l’apolipoprotéine E 
L’ApoE est une lipoprotéine synthétisée par plusieurs tissus dont le foie et les macrophages. 
C’est un facteur majeur présent dans toutes les vésicules lipoprotéiques, du chylomicron au HDL, 
dans la recapture hépatique des LDL, ligand du LDL-R, l’efflux de cholestérol des tissus par les 
HDL. L’ApoE est un important régulateur de la réponse immunitaire et de l’inflammation 
(SHORE & SHORE, 1973, GREENOW et al., 2005). C’est aussi un inhibiteur direct de 
l’agrégation plaquettaire (par liaison au récepteur spécifique ApoE 2 (ApoER2)) et un inhibiteur 
de la prolifération cellulaire (RIDDELL et al., 1997, 1999, ISHIGAMI et al., 2000). L’ApoE joue 
aussi un rôle anti-oxydant en séquestrant des métaux de transition et en les empêchant de participer 
à l’oxydation des LDL (MIYATA & SMITH, 1996). L’association à des lipides est nécessaire à 
sa reconnaissance par LDL-R (RIDDELL et al., 1997). L’ApoE est normalement absente dans les 
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parois vasculaires saines, mais fortement présente dans l’athérome. Elle y joue un rôle retardateur 
et provient des macrophages qui envahissent l’intima. Avec ses multiples actions, l’ApoE est une 
protéine cruciale par son activité anti-anthérogène (GREENOW et al., 2005). 
6.4.3.3.2 Le phénotype des souris ApoE-/- 
En 1992, Piedrahita et collaborateurs ont produit une souris C57BL/6J déficiente pour l’ApoE, 
les souris ApoE-/- (PIEDRAHITA et al., 1992). Ces souris développent une hypercholestérolémie 
sévère et une hyperlipidémie de type III (riche en VLDL et IDL), un profil dyslipidémique qui est 
présent, quoique peu fréquent, chez l’humain (PLUMP et al., 1992). Elles ne prennent pas plus de 
poids que les souris de type sauvage et ne montrent une hypertension artérielle que sous certaines 
conditions (ZHANG et al., 1992, LU et al., 2007a). Cependant, elles développent spontanément 
des lésions lipidiques et des athéromes très similaires aux lésions humaines. Les athéromes de la 
souris ne développeront pas de complications thrombotiques dans les plaques avancées 
(ROSENFELD et al., 2008), à l’exception de l’artère brachiocéphalique (ABC) qui peut montrer 
des signes de rupture silencieuse (JACKSON, 2007). La disposition des lésions, surtout dans 
l’aorte, diffère aussi de l’humain. La diète « Western » accélère le processus mais n’est pas 
nécessaire à l’initiation ou au développement de la pathologie. Ces souris constituent donc un 
excellent modèle pour l’étude de l’athérosclérose (JAWIEN et al., 2004). 
6.4.3.4 L’ET-1 en athérosclérose 
Chez des patients atteints d’athérosclérose avancée (symptomatique), Lerman et 
collaborateurs ont détecté une hausse des niveaux d’ET-1 plasmatiques ainsi qu’une 
immunoréactivité de l’ET-1 dans des coupes d’aorte abdominales athéroclérotiques isolées de 
chirurgies de pontage de revascularisation (LERMAN et al., 1991). Ces résultats ont ensuite été 
confirmés dans le porc hypercholestérolémique (LERMAN et al., 1993). Plusieurs études ont 
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ensuite montré que l’expression de la Big ET-1, de l’ET-1, l’ECE-1 et des 2 récepteurs, surtout 
ETB, est augmentée dans les parois artérielles athérosclérosées, indiquant une plus grande activité 
du système endothélinergique (BACON et al., 1996, PERNOW et al., 2012). Tel que mentionné 
plus haut, l’ET-1 (1-31) a aussi été détecté dans les lésions athérosclérotiques dans un modèle de 
hamster hypercholestérolémique (MAWATARI et al., 2004). 
Signe de l’importance de l’ET-1 dans les premières étapes de développement d’une lésion, les 
ox-LDL augmentent l’expression de l’ET-1, alors que l’ET-1, par le récepteur ETB, incite la cellule 
endothéliale à absorber plus de ox-LDL en stimulant son récepteur, LOX-1 (MORAWIETZ et al., 
2001, NIEMANN et al., 2005). L’ET-1 inhibe l’expression de la eNOS (RAMZY et al., 2006) et 
peut aussi inhiber son activité chez le porc hypercholestérolémique (TANER et al., 2001). L’ET-1 
augmente aussi l’expression et l’activité de la NADPH oxydase, incitant la cellule endothéliale à 
générer du superoxide, contribuant à diminuer la biodisponibilité du NO par la formation de 
peroxynitrite (BOHM & PERNOW, 2007). L’ET-1 contribue aussi au découplage de la eNOS, 
augmentant davantage la production de superoxide au détriment de la production de NO (LOOMIS 
et al., 2005). Le stress oxydatif peut aussi induire l’expression de l’ET-1, créant un cercle 
d’auto-activation (KNAPPE et al., 2007).  
L’ET-1 induit aussi l’expression et la relâche de plusieurs facteurs inflammatoires impliqués 
dans l’athérosclérose. Par exemple, elle agit sur les monocytes pour induire l’expression de 
TNF-, qui contribue lui-même à l’augmentation de la production d’ET-1 par les cellules 
endothéliales et musculaires lisses vasculaires (RUETTEN & THIEMERMANN, 1997, WOODS 
et al., 2003, YANG et al., 2010). L’ET-1 potentialise aussi l’expression de VCAM-1 induite par 
le TNF- (ISHIZUKA et al., 1999). L’ET-1 active la relâche des interleukines 6 et 8 par les 
cellules musculaires lisses et endothéliales chez l’humain (HOFMAN et al., 1998, BROWATZKI 
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et al., 2000, BOHM et al., 2007), contribuant au recrutement des neutrophiles et au développement 
de l’inflammation. De plus, les mastocytes expriment les récepteurs de l’ET-1, dont l’activation 
induit la dégranulation, relâchant des facteurs tels la chymase, l’IL-12 et le TNF-α (COULOMBE 
et al., 2002, WALSH et al., 2009). L’ET-1 joue donc un grand rôle dans l’activation des cellules 
inflammatoires tels les monocytes et les neutrophiles dans la formation de l’athérome. L’ET-1 
induit aussi la prolifération des CMLV, la production de protéines de la matrice extracellulaire et 
contribue à l’infiltration des CMLV dans la plaque athéromateuse (LITTLE et al., 2008). 
L’ET-1 contribue aussi à la transformation des monocytes en cellules spumeuses (BABAEI 
et al., 2000). L’activation du récepteur ETA induit la dégradation du transporteur de la cassette 
liant l’ATP G1 (ABC-G1, ATP binding cassette transporter G1), inhibant ainsi l’efflux de 
cholestérol des macrophages vers les lipoprotéines à haute densité (HDL, high density lipoprotein) 
(WANG et al., 2004, LIN et al., 2011). L’ET-1 contribue aussi au recrutement des LDL dans la 
paroi vasculaire en augmentant l’expression de protéoglycans avec une haute affinité pour les LDL 
sur les cellules musculaires lisses (BALLINGER et al., 2009).  
L’athérosclérose entraîne une dysfonction endothéliale, une incapacité de l’artère à se dilater 
en réponse aux EDRF. L’inhibition de la synthèse de NO, autant aigüe que chronique, augmente 
la pression artérielle in vivo, un effet contré par l’antagonisme du récepteur ETA (GARDINER et 
al., 1996, VERHAGEN et al., 1998, RAPOPORT, 2014). Chez l’humain, la mesure du flux 
sanguin dans l’avant-bras est une mesure courante de la fonction endothéliale. Les patients atteints 
d’athérosclérose montrent une relaxation de l’artère brachiale (augmentation du flux sanguin) en 
réponse à l’acétylcholine réduite comparativement aux sujets sains. L’administration d’un 
antagoniste ETA, le BQ-123, restore la relaxation à l’acétylcholine, sans affecter celle induite par 
un dilatateur direct, chez les patients (BOHM et al., 2002b). La conversion de la Big ET-1 en ET-1 
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est aussi augmentée chez ces patients (BOHM et al., 2002c). Le rôle du récepteur ETB est 
dépendant de la santé des artères : l’antagonisme de ETB réduit le flux sanguin chez les sujets 
sains, mais exerce l’effet contraire chez les patients athérosclérotiques. L’antagonisme mixte des 
récepteurs ETA et ETB est supérieur au blocage seul d’ETA pour augmenter le flux sanguin dans 
l’avant-bras chez les patients, alors que la combinaison des deux antagonismes n’a aucun effet sur 
les sujets sains (BOHM et al., 2002a). Une réduction de l’hyperréactivité à l’ET-1 dans les souris 
ApoE-/- est aussi observée lors d’un traitement à l’atorvastatine, illustrant un rôle potentiel du 
cholestérol dans l’activité de l’ET-1 (MAGUIRE et al., 2006).  
L’antagonisme du récepteur ETA réduit la progression de l’athérosclérose dans plusieurs 
modèles animaux, comme le hamster hypercholestérolémique et les souris ApoE-/- ou LDLR-/- 
nourries avec une diète riche en cholestérol (KOWALA et al., 1995, BARTON et al., 1998, 
BABAEI et al., 2000). L’avosentan, antagoniste faiblement sélectif pour ETA, réduit de 40 % l’aire 
des athéromes dans des souris diabétiques et déficientes pour l’apolipoprotéine E (WATSON et 
al., 2010). Chez des patients atteints de lésions précoces, un traitement chronique de 6 mois avec 
l’antagoniste très sélectif pour ETA atrasentan ralentit la progression de la dysfonction coronaire 
(RAICHLIN et al., 2008, RERIANI et al., 2010, YOON et al., 2013).  
Mais comme le montre l’étude citée plus haut (BOHM et al., 2002a), le rôle du récepteur ETB, 
considéré comme protecteur et aidant la vasodilatation, peut changer lors de l’athérosclérose. Le 
récepteur ETB possède une signalisation similaire à celle du récepteur ETA dans les cellules 
musculaires lisses vasculaires, à l’exception de l’adénylate cyclase (HOUDE et al., 2016a). 
L’expression du récepteur ETB est nettement augmentée en athérosclérose, autant dans les cellules 
musculaires lisses que dans les cellules inflammatoires de l’athérome des patients (DAGASSAN 
et al., 1996, IWASA et al., 1999). L’artère brachiale des patients athérosclérotiques se dilate 
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initialement comme celle des sujets sains en réponse à la S6c, mais se contracte ensuite nettement 
plus fortement dans la deuxième phase de la réponse (PERNOW et al., 2000). Cette augmentation 
du récepteur ETB est aussi observée dans le modèle des souris ApoE
-/- (KOBAYASHI et al., 2000). 
Les récepteurs ETB conservent tout de même une activité vasodilatatrice chez l’humain (HALCOX 
et al., 2007). De plus, le rôle protecteur de l’insuline dans les souris ApoE-/- serait en partie due à 
l’augmentation de l’expression du récepteur ETB (PARK et al., 2016). Le blocage du récepteur 
ETB en athérosclérose reste donc à être soigneusement étudié afin d’éviter de détériorer le 
pronostic du patient (MAZZUCA & KHALIL, 2012). Dans un modèle de souris LDL-R KO 
recevant une diète riche en cholestérol, l’antagoniste mixte LU224332 prévient l’avancée de 
l’athérosclérose, réduisant de près de 45 % l’aire des lésions (BABAEI et al., 2000). Il n’existe 
encore aucune étude sur le traitement de l’athérosclérose utilisant l’un des trois antagonistes 
actuellement sur le marché, soit le bosentan (mixte), l’ambrisentan (ETA) et le macitentan (mixte), 
ni pour le sitaxentan (ETA) qui a été retiré du marché en 2010. Nous avons donc testé le macitentan, 
un antagoniste mixte récemment développé, dans le traitement de l’arthérosclérose chez la souris 
ApoE-/-, ces résultats se retrouvant dans l’Article 2 de la thèse. 
 
6.4.3.5 La chymase en athérosclérose 
La présence des mastocytes augmente dans la paroi vasculaire des artères atteintes 
d’athérosclérose, principalement dans « l’épaule » de la lésion, où les ruptures surviennent 
(KAARTINEN et al., 1994, KOVANEN et al., 1995). Les mastocytes sont pratiquement absents 
de la tunique médiane de l’artère, mais se retrouvent dans l’adventice, où ils sont aussi plus 
présents aux endroits atteints d’athérosclérose, particulièrement lorsqu’il y a rupture (LAINE et 
al., 1999). L’augmentation de la présence des mastocytes est due à la relâche de SCF par les 
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cellules endothéliales et musculaires lisses (MIYAMOTO et al., 1997). Ces dernières expriment 
aussi de l’éotaxine pour recruter les mastocytes exprimant son récepteur CCR3 (C-C motif 
chemokine receptor 3) (HALEY et al., 2000). Chez la souris, les mastocytes sont moins présents 
dans l’intima que chez l’humain, mais leur présence y est augmentée en athérosclérose (SUN et 
al., 2007). De plus, leur présence est marquée dans l’adventice d’où ils peuvent participer à 
l’athérogénèse et la déstabilisation de la plaque (BOT et al., 2007). Il faut noter que, chez la souris, 
les mastocytes de l’adventice sont nettement plus proches de l’intima que leurs homologues 
humains, leur permettant d’avoir plus d’impact sur l’intima (LINDSTEDT et al., 2007). La hausse 
de la présence des mastocytes aux points de rupture et d’érosion des lésions est aussi corrélée avec 
l’augmentation de leur dégranulation, indiquant leur activité dans la pathogénèse de la lésion 
(KAARTINEN et al., 1994, KOVANEN et al., 1995, LAINE et al., 1999). Cette activation des 
mastocytes dans la lésion peut être due aux ox-LDL (KELLEY et al., 2006), à l’activation du 
système du complément dans la lésion (LAINE et al., 2002) et aux différents facteurs 
inflammatoires relâchés dans la lésion par les macrophages et lymphocytes qui colocalisent avec 
les mastocytes (LINDSTEDT et al., 2007). 
Les mastocytes favorisent le transport trans-endothélial des LDL par l’augmentation de la 
perméabilité endothéliale aux lipoprotéines (MA & KOVANEN, 1997). L’héparine peut aussi lier 
les LDL et entraîner leur colocalisation avec la chymase et la CPA3, qui peuvent cliver l’ApoB100 
et causer la fusion des LDL. Cette étape participe à la formation des cellules spumeuses 
(KOKKONEN et al., 1986, KOKKONEN & KOVANEN, 1989). Les mastocytes inhibent aussi 
l’efflux de cholestérol des macrophages par la dégradation de l’ApoA1, ApoA2 et ApoE (LEE-
RUECKERT et al., 2011). Ils contribuent également au développement de l’inflammation dans la 
lésion, sécrétant le TNF-α, l’interféron-γ (IFN-γ) et l’IL-6 notamment (SUN et al., 2007), 
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participant à l’activation des cellules endothéliales et à leur expression de molécules d’adhésion 
(ZHANG et al., 2011), chimiokines comme le MCP-1, l’IL-8 et RANTES impliquées dans le 
recrutement de cellules inflammatoires dont les macrophages (SPINAS et al., 2014) et les 
neutrophiles (WEZEL et al., 2015). Les mastocytes participent aussi à la néovascularisation de la 
lésion et par leurs protéases à leur perméabilité, résultant en la présence de facteurs sanguins dans 
la lésion (Figure 11) (BOT et al., 2015).  
La réduction de l’activité des mastocytes réduit la progression de l’athérosclérose dans les 
modèles animaux. L’athérosclérose progresse moins rapidement chez les souris LDLR-/-(Wsh/Wsh) 
en raison d’une réduction des niveaux d’IFN-γ et d’IL-6, de l’inflammation et des lipoprotéines 
(SUN et al., 2007, HEIKKILÄ et al., 2010). La mutation Wsh/Wsh réduit aussi la progression de 
l’athérosclérose, ainsi que la toxicité hépatique de la diète athérogène, chez la souris ApoE-/- 
(SMITH et al., 2012). De plus, le cromolyn réduit la progression de l’athérosclérose chez les souris 
LDLR-/- (WANG et al., 2013) et le tranilast fait de même chez le hamster hypercholestérolémique 
(GUO et al., 2009). L’interruption de la liaison OX40-OX40L, impliquée dans la réponse 
immunitaire Th2, par un anticorps contre OX40L réduit les niveaux de mastocytes dans les lésions 
des souris LDLR-/- et ralentit la progression de l’athérosclérose (FOKS et al., 2013). À l’inverse, 
l’activation artificielle des mastocytes par l’activation du récepteur TLR4, la substance P ou la 
surexpression du neuropeptide Y aggrave l’athérome, augmente l’apoptose des cellules 
musculaires lisses vasculaires et de l’hémorragie intra-plaque et contribue à la déstabilisation de 





Figure 11 : Activité des mastocytes dans le développement de l'athérome 
Les mastocytes activés relâchent des médiateurs comme la chymase, la tryptase, l’histamine et des 
cytokines (comme l’IL-8). La tryptase et l’IL-8 induisent l’expression de molécules d’adhésion 
endothéliales et la chimiotaxie des leucocytes dans la lésion. Les monocytes se différencient en 
macrophages puis en cellules spumeuses, phénomène stimulé par la chymase, la tryptase et 
l’héparine. Les cellules spumeuses peuvent ensuite mourir, un phénomène stimulé par l’héparine, 
et contribuer à la formation du noyau lipidique nécrotique. Les protéases mastocytaires dégradent 
le collagène et induisent l’apoptose des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) sécrétoires 
le produisant, contribuant à la déstabilisation de la plaque et à sa rupture. Elles contribuent aussi à 
l’érosion de la lésion en induisant l’apoptose des cellules endothéliales. Les mastocytes contribuent 
aussi à la néovascularisation de la lésion par la relâche du facteur de croissance des fibroblastes 
basique (bFGF, basic fibroblast growth factor) et du VEGF, mais les protéases mastocytaires et 
l’histamine contribuent à la perméabilisation de ces nouveaux vaisseaux, menant à l’hémorragie 
intra-plaque. Ensemble, ces effets contribuent à la rupture de la lésion et à la formation d’un 
thrombus dans la lumière artérielle. Figure adaptée de Shi et collaborateurs (2015) et reproduite 
avec la permission de Nature Publishing Group.  

























































La chymase contribue au rôle des mastocytes dans la progression de l’athérome. Dans les 
lésions humaines, les mastocytes recrutés dans l’athérome et l’adventice, ainsi que ceux retrouvés 
aux points de rupture des plaques, expriment la chymase (KOVANEN et al., 1995, LAINE et al., 
1999). Celle-ci est grandement impliquée dans la dégradation des lipoprotéines et dans 
l’absorption du cholestérol par la lésion (LEE-RUECKERT et al., 2011). Elle limite aussi le rôle 
anti-inflammatoire de l’ApoA1 (NGUYEN et al., 2016). De plus, la formation de l’Ang-II par la 
chymase est augmentée dans la lésion, où on retrouve également l’intermédiaire ET-1 (1-31) de la 
synthèse de l’ET-1, deux peptides impliqués dans le développement de l’inflammation dans la 
lésion ainsi que la vasoconstriction de l’artère et la dysfonction endothéliale (IHARA et al., 1999, 
MAWATARI et al., 2004).  
La répression de l’activité de la chymase peut augmenter la stabilité de la plaque de plusieurs 
façons, comme l’inhibition de l’activation des MMP-2 et -9 ainsi que l’augmentation de la survie 
des CMLV et cellules endothéliales (JOHNSON et al., 1998, LESKINEN et al., 2003, 
LINDSTEDT et al., 2004, HEIKKILA et al., 2008). De plus, la chymase possède la capacité de 
dégrader la fibronectine et la vitronectine. En plus de l’activation de MMP-9 (TCHOUGOUNOVA 
et al., 2005, KAKIMOTO et al., 2010), ceci peut contribuer à l’apoptose des cellules endothéliales 
et musculaires lisses et à l’instabilité du cap fibreux (LINDSTEDT et al., 2004). Ainsi, l’inhibition 
de la chymase par le RO5066852 réduit la progression des lésions de l’aorte thoracique chez la 
souris ApoE-/- et réduit l’accélération du développement des lésions dans l’ABC causée par 
l’activation artificielle systémique des mastocytes. De plus, le traitement augmente la densité en 
collagène et réduit la taille du cœur nécrotique dans la lésion de l’ABC. L’inhibiteur réduit aussi 
la fréquence des hémorragies intra-plaque dans l’artère carotide où les mastocytes ont été activés 
spécifiquement (BOT et al., 2011). Le SUN-C8257, autre inhibiteur de chymase, réduit la 
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progression des lésions grasses dans l’aorte des hamsters hypercholerstérolémiques (UEHARA et 
al., 2002). L’inhibition de la chymase et la répression génique de la mMCP-4 peuvent aussi ralentir 
le développement de l’anévrisme aortique abdominal chez la souris ApoE-/- en diète athérogénique 
et infusée chroniquement avec l’Ang-II, suggérant un rôle sur l’activité de ce peptide autant que 
sur sa production dans la lésion (IHARA et al., 1999, INOUE et al., 2009, SUN et al., 2009). Le 
potentiel de l’inhibition de la chymase dans le traitement de l’athérosclérose est donc bien présent, 
mais l’identification de l’isoforme de chymase impliquée chez la souris reste à déterminer. Son 
inhibition pourrait aussi aider à prévenir la thrombose due à la rupture de la lésion. Nous avons 
donc croisé des souris mMCP-4-/- avec des congénères ApoE-/- afin d’étudier le rôle de cette 
isoforme de la chymase en athérosclérose, dans l’Article 2 de la thèse. 
Un effet de la rupture d’une lésion athérosclérotique chez l’humain est l’infarctus du myocarde 
en raison d’un thrombus dans une artère coronaire, un événement absent chez la souris qu’il faut 
donc induire mécaniquement et qui constitue le sujet de l’Article 3 de la thèse. 
 
6.5 L’infarctus du myocarde 
La formation d’un thrombus dans une artère coronaire peut induire un blocage dans la 
circulation sanguine, soit directement à la lésion si le thrombus est de grande taille ou plus loin 
dans la circulation. L’arrêt brutal de l’apport sanguin déclenche une réaction instantanée, dont la 
gravité dépend du lieu où la thrombose se produit et de l’efficacité des processus de réparation 
(PRABHU & FRANGOGIANNIS, 2016). En clinique, la première étape dans la limitation de 
l’étendue des dommages est la reperfusion rapide du myocarde afin de limiter l’exposition à 
l’ischémie. La difficulté réside alors à manipuler les processus réparateurs, qui sont déclenchés par 
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l’inflammation et guidés par sa résolution subséquente, de façon à conserver la meilleure fonction 
cardiaque possible. 
6.5.1 La mort cellulaire hypoxique 
L’ischémie affecte d’abord les cellules endothéliales, diminuant leur capacité à jouer un rôle 
de barrière. La perméabilité endothéliale est alors augmentée, permettant le passage des cellules 
inflammatoires dans l’intima (OGAWA et al., 1990). Si l’ischémie se prolonge, l’hypoxie se 
propage aux myocytes de l’artère coronaire, puis aux cellules du myocarde comme les 
cardiomyocytes. L’anoxie entraîne la mort cellulaire par l’oncose et l’apotose (LENIHAN & 
TAYLOR, 2013). 
La perte de l’apport en oxygène active la glycolyse anaérobique rapidement pour pallier à la 
perte de production d’ATP. Celle-ci est insuffisante pour activer les pompes ioniques comme la 
NaKATPase, augmentant les ions Na+ et Cl- dans la cellule, ce qui mène à l’œdème cellulaire. Le 
pyruvate n’est plus oxydé dans les mitochondries, menant à la production de lactate. La diminution 
du pH cytosolique réduit l’activité contractile du cardiomyocyte et requiert davantage d’ATP pour 
tenter de rétablir l’équilibre calcique qui est perturbé (STANLEY et al., 2005). 
La taille des cardiomyocytes augmente, accompagnée d’une réduction de leur glycogène. 
Leurs fibrilles s’amincissent et se relaxent, contribuant à la perte de contractilité. Lorsque la 
blessure cellulaire devient irréversible, les noyaux se contractent et la chromatine est dissoute. Des 
bris à la membrane se produisent par la production de lysophospholipides endommagés par le 
stress oxydatif et le clivage de protéines structurelles (BURKE & VIRMANI, 2007). Cette mort 
cellulaire s’appelle l’oncose et mène à la nécrose, soit la réaction immunitaire suivant la mort 
cellulaire (MAJNO & JORIS, 1995).  
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Le deuxième mode de mort cellulaire dans l’infarctus est l’apoptose. Au contraire de l’oncose, 
elle est caractérisée par la diminution de la taille cellulaire et requiert de l’ATP. Le degré 
d’ischémie, et donc de déplétion d’ATP, joue un rôle déterminant dans le type de mort cellulaire 
dans l’infarctus (BUJA, 2005). Les cellules en périphérie de la zone ischémique, recevant assez 
d’oxygène pour déclencher l’apoptose, sont les plus susceptibles de mourir par cette voie 
(ABBATE et al., 2006).  L’autophagie peut aussi être enclenchée. Ce mécanisme de recyclage des 
protéines et lipides de la cellule même aide celle-ci à survivre en cas de stress et de famine, comme 
l’infarctus (MIZUSHIMA et al., 2008). Une autophagie trop importante peut toutefois mener à la 
mort de la cellule (BURKE & VIRMANI, 2007).  
L’ischémie inhibe aussi l’activité d’enzymes utilisant l’oxygène comme cofacteur, comme la 
prolylhydroxylase. Celle-ci inhibe le facteur induit par l’hypoxie-1α (HIF-1α, hypoxia-induced 
factor-1α) en hydroxylant ses prolines, ce qui le dirige vers la dégradation par le protéasome 
(KAELIN, 2007). Elle inhibe aussi, de la même façon, la kinase de l’IKK-2, empêchant 
l’activation du NF-κB (CUMMINS et al., 2006). L’hypoxie permet donc l’activation de HIF-1 et 
NF-κB, ce qui promeut la survie cellulaire et contribue au déclenchement de la réaction 
inflammatoire (LENIHAN & TAYLOR, 2013).  
6.5.2 Le choc cardiogénique 
L’ischémie cause un arrêt extrêmement rapide de la contraction des cardiomyocytes. Ainsi, 
plus la zone ischémique est grande, plus la fonction cardiaque est affectée. Les cardiomyocytes 
ont des réserves d’ATP suffisantes pour continuer à se contracter durant quelques minutes. Ils ne 
sont cependant pas en mesure de réguler les déchets phosphatés dérivés de l’utilisation de la 
créatinine phosphate et l’augmentation de l’acidité intracellulaire, qui réduisent la contractilité des 
fibres musculaires des cardiomyocytes. Cette perte de contractilité mène à une baisse de 
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consommation d’énergie, qui peut aider le cardiomyocyte à survivre plus longtemps sans oxygène, 
car la glycolyse anaérobique n’est pas suffisante pour lui permettre de rester en vie. De plus, la 
baisse de perfusion réduit la disponibilité du glucose, forçant les cardiomyocytes à utiliser leur 
glycogène (FRANGOGIANNIS, 2015). 
L’arrêt de la contraction des myocytes mène à une chute importante de la fonction cardiaque. 
Si l’ischémie est courte (15 minutes), il en résulte une sidération myocardique résultant de la 
reperfusion (causant le stress oxydatif) et de débalancement calcique. Le cœur ne reprend pas sa 
contractilité dès le retour de l’oxygène, mais reprend ses fonctions dans les heures et jours qui 
suivent sans dommages permanents (YELLON & HAUSENLOY, 2007). Après 15-20 minutes 
d’ischémie, l’acidose intracellulaire commence à inhiber la glycolyse malgré la disponibilité du 
glycogène, réduisant davantage la synthèse d’ATP par la cellule. L’adénylate kinase peut encore 
produire de faibles niveaux d’ATP en transférant des phosphates entre molécules d’adénosine, 
menant à la formation d’inosine et d’hypoxanthine, sortant totalement du métabolisme énergétique 
(JENNINGS & STEENBERGEN, 1985). Les cardiomyocytes affectés ne peuvent plus se 
contracter, et commencent leur processus de mort cellulaire. Si la durée de l’occlusion s’allonge 
(plus de 45 minutes), la perméabilité de l’endothélium augmente. L’augmentation de la viscosité 
sanguine causée qui en résulte, en plus de l’enflure des cardiomyocytes et des cellules 
endothéliales, causent la dysfonction des capillaires et l’embolisme micro-circulatoire. Ceci peut 
empêcher le retour de la perfusion sanguine même lors de la reperfusion (KAUL, 2014) 
La taille de l’infarctus est alors cruciale dans la détermination de la fonction cardiaque. La 
pression artérielle et la perfusion des organes chutent, créant le choc cardiogénique. Le cœur est 
lui-même hypo-perfusé (même la partie non-ischémique), réduisant davantage la fonction des 
cardiomyocytes non-ischémiques. Le lactate sérique, produit de la glycolyse dans les tissus, 
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augmente le pH sanguin, augmentant la ventilation pulmonaire pour éliminer le CO2, mais 
réduisant par le fait même l’absorption de l’oxygène (GRAF et al., 2015). L’organisme tente de 
répondre à cette baisse de perfusion par l’activation du système nerveux sympathique (SNS), qui 
augmente la demande du cœur en oxygène par l’activation du récepteur 1, aggravant la dette en 
oxygène du myocarde. L’ET-1 active le SNS, et l’absence spécifique du récepteur ETA au système 
nerveux central réduit la taille de l’infarctus chez la souris (LEHMANN et al., 2014). Le choc 
cardiogénique est un choc circulatoire, au même titre que les chocs anaphylactique et septique, et 
peut causer la mort par la perte progressive de la fonction des organes vitaux. 
6.5.3 La reperfusion 
La limitation de l’infarctus et la conservation de la fonction cardiaque nécessitent la 
reperfusion du tissu myocardique afin de limiter les dommages à l’ischémie, que ce soit par 
thrombolyse ou par une intervention primaire coronaire percutanée chez les patients (ou par le 
retrait de la ligature dans les modèles expérimentaux) (GRAF et al., 2015). Par contre, l’hypoxie 
entraîne des changements dans la cellule qui la rendent vulnérable au retour de l’oxygène. L’insulte 
causée par la reperfusion peut être responsable de jusqu’à 50 % de l’aire infarcie dans les modèles 
animaux (YELLON & HAUSENLOY, 2007). Les mécanismes de stress oxydatifs sont activés par 
l’ischémie et la reperfusion entraîne une production importante d’espèces réactives de l’oxygène 
(KUZUYA et al., 1990). Le stress oxydatif potentialise la réponse inflammatoire, qui est la 
principale cause de la mort cellulaire en ischémie-reperfusion (IR). En effet, lorsque la procédure 
est effectuée sur des souris diabétiques immunodéficientes, la ligature permanente cause des 
dommages nettement plus graves que l’ischémie de 45 minutes suivie d’une reperfusion (VAN 
ZUYLEN et al., 2015). 
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L’étude de l’infarctus du myocarde dans les modèles animaux doit tenir compte des 
paramètres cliniques. Comme la reperfusion est la priorité chez l’humain, l’étude de IR chez 
l’animal est très répandue. Cependant, des différences demeurent, comme la durée de l’ischémie 
qui dépasse rarement 60 minutes dans les modèles animaux mais qui peut atteindre quelques 
heures chez l’humain avant que la reperfusion ne soit effectuée (YELLON & HAUSENLOY, 
2007). L’IR n’affecte que très peu la fonction cardiaque dans les souris diabétiques 
immunodéficientes, contrairement à la ligature permanente de l’artère coronaire LAD, et 
n’entraîne pas de remodelage notable (VAN ZUYLEN et al., 2015). La réponse inflammatoire est 
plus importante en IR qu’en ischémie permanente chez la souris immunocompétente, où le 
remodelage causé par l’IR est moins important (VANDERVELDE et al., 2006).  
6.5.4 Les phases de guérison du myocarde 
6.5.4.1 La phase inflammatoire 
Les cellules nécrotiques contribuent au développement de l’inflammation en relâchant leur 
contenu cellulaire. Celui-ci, avec la matrice extracellulaire endommagée et des signaux de cellules 
stressées mais n’étant pas mortes, contient des patrons moléculaires associés au danger (DAMP, 
danger-associated molecular patterns), nommés alarmines. Ces dernières sont reconnues par les 
PRR exprimés à la surface de cellules du système immunitaire inné. Les alarmines sont des facteurs 
aussi variés que HMGB1, Hsp60 et Hsp70, l’ATP, l’ARN et l’ADN mitochondrial, qui partagent 
la particularité d’activer des TLR (PRABHU & FRANGOGIANNIS, 2016). Ces alarmines 
déclenchent une réaction inflammatoire intense par l’activation du NF-κB (qui est aussi activé par 
l’hypoxie). Le système du complément est aussi activé et impliqué dans le recrutement des cellules 
inflammatoires (WEISMAN et al., 1990).  
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Cette activation de NF-κB est cruciale pour réduire la portée de l’infarctus. Son activation 
permet ainsi de réduire l’apoptose péri-infarctus et diminue la propagation de l’infarctus chez la 
souris 24 heures après avoir subi une ligature permanente de l’artère coronaire antérieure 
descendante gauche (artères coronaire LAD) (MISRA et al., 2003). Le recrutement de 
l’inflammation permet la digestion du tissu cardiaque nécrosé (efferocytose) et promeut la 
réparation et la cicatrisation du myocarde (NATHAN, 2002, NAH & RHEE, 2009). La déplétion 
des macrophages augmente les dommages causés par l’infarctus cryogénique chez la souris (VAN 
AMERONGEN et al., 2007). Elle augmente aussi la mortalité de l’infarctus chez la souris (BEN-
MORDECHAI et al., 2013). L’administration cardiaque de monocytes humains activés in vitro 
1 minute après l’occlusion permanente de l’artère coronaire LAD améliore le remodelage et la 
fonction cardiaque chez le rat Sprague-Dawley (LEOR et al., 2006). L’ischémie prolongée cause 
la mort des macrophages résidents de la région infarcie, leur hausse étant causée par le recrutement 
des monocytes (HEIDT et al., 2014). La fibrine activée par le facteur tissulaire (induit par le 
TNF-α) et la fibronectine, qui envahissent le tissu infarci lors de l’extravasation plasmatique, 
participent au recrutement des cellules inflammatoires en formant une matrice temporaire et 
servant d’échafaudage aux immunocytes, fibroblastes et cellules vasculaires qui envahissent la 
zone infarcie (DOBACZEWSKI et al., 2006). La fibrine joue un rôle important dans la prévention 
de la rupture ventriculaire suite à l’infarctus chez la souris. Ce modèle montre aussi l’importance 
de l’inflammation et de son orientation vers les macrophages réparateurs du type M2 (SUTTON 
et al., 2017). 
L’inflammation ne doit pas être trop accentuée par contre (FRANGOGIANNIS, 2015). Les 
souris déficientes pour le fibrinogène sont moins affectées par l’IR, illustrant le rôle inflammatoire 
du système (PETZELBAUER et al., 2005). Elle contribue à propager la zone infarcie et même 
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mener à la rupture du myocarde. Celle-ci peut être une rupture du muscle papillaire, menant à une 
régurgitation mitrale aigüe ; une rupture du septum, menant à une dérivation entre les ventricules 
droit et gauche ; ou encore une rupture du mur libre ventriculaire, menant à l’hémorragie dans la 
cavité péricardique et à une tamponnade cardiaque. La rupture est causée par la taille de l’infarctus, 
une réponse inflammatoire trop forte et prolongée ainsi qu’une réponse anti-inflammatoire et 
réparatrice trop faible ou retardée (FRANGOGIANNIS, 2015). La phase inflammatoire implique 
l’activation de protéases qui dégradent la matrice extracellulaire dans la région infarcie, ce qui 
amorce le processus de remodelage du ventricule (WEHRENS & DOEVENDANS, 2004, 
COCHAIN et al., 2012). Ce remodelage implique aussi la dilatation du ventricule, mécanisme de 
compensation de la perte de fraction d’éjection par l’augmentation du volume ventriculaire pour 
obtenir le même débit cardiaque. Cette adaptation peut cependant aller trop loin, fragilisant la paroi 
ventriculaire et empêchant la contraction d’être efficace, la dilatation ventriculaire corrélant avec 
le risque de mortalité chez le patient (PFEFFER & BRAUNWALD, 1990). À l’extrême, on peut 
parler d’anévrisme ventriculaire, qui peut mener à la rupture (FRANGOGIANNIS, 2015) 
6.5.4.2 La phase proliférative 
Après 3 jours de phase inflammatoire, la résorption de l’inflammation commence. Les 
macrophages inflammatoires sont remplacés par une autre population de macrophages participant 
à la résorption de l’inflammatoire en sécrétant de l’IL-10 et du TGF-β. Ces cytokines agissent aussi 
sur les fibroblastes, qui envahissent l’espace infarci afin de recoloniser l’espace myocardique 
libéré par la mort des cardiomyocytes (VAN NIEUWENHOVEN & TURNER, 2013). Les 
neutrophiles qui ont infiltré la lésion meurent rapidement par apoptose et sont phagocytés par les 
macrophages. Ces neutrophiles apoptotiques contribuent à la diminution de l’inflammation, en 
relâchant de l’annexine A1 et en induisant les macrophages qui les phagocytent à sécréter les 
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cytokines anti-inflammatoires mentionnées plus haut (IL-10 et TGF-β) ainsi que des médiateurs 
lipidiques résolvant l’inflammation (BUCKLEY et al., 2014). De plus, la clairance des débris de 
la matrice extracellulaire clivée réduit le signal inflammatoire (DOBACZEWSKI et al., 2010).  
Les cellules clés dans la phase proliférative sont les fibroblastes. Le TGF-β cause leur 
différenciation en myofibroblastes, cellules exprimant des protéines contractiles et des propriétés 
migratoires, prolifératives et sécrétoires (VAN DEN BORNE et al., 2010). Les myofibroblastes se 
multiplient et sécrètent des nouvelles protéines matricielles, principalement le collagène III dans 
la phase proliférative, afin de reconstituer le tissu cardiaque (CLEUTJENS et al., 1995). Elles 
produisent aussi plusieurs protéines dégradant la matrice ainsi que leurs inhibiteurs, leur 
permettant de contrôler toutes les facettes de la régulation de la matrice extracellulaire (VAN 
NIEUWENHOVEN & TURNER, 2013). Le développement de la matrice est accompagné de la 
formation de nouveaux vaisseaux par angiogenèse, dont la signalisation démarre dès l’arrivée de 
l’ischémie. Les nouveaux vaisseaux deviennent matures lors de la phase proliférative avec le 
développement des péricytes qui stabilisent les nouveaux capillaires, diminuent la perméabilité 
endothéliale et réduisent les signaux angiogéniques, contribuant à la formation de la cicatrice 
stable (REN et al., 2002).  
6.5.4.3 La phase de maturation 
Environ 7 jours après l’induction de l’infarctus, la cicatrice se stabilise. Les myofibroblastes 
synthétisent le collagène I en plus du collagène III, permettant de renforcer les fibres et leur 
réticulation. L’expression des protéines matricielles se met à diminuer (sans disparaître) et le 
nombre de myofibroblastes activés aussi. Les myofibroblastes peuvent alors entreprendre 
l’apoptose ou encore rester dans la cicatrice pendant des décennies. Les myofibroblastes ne sont 
pas excités par l’influx nerveux cardiaque ; ils ont plutôt le phénotype contractile des cellules 
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musculaires lisses. Ceci les aide à résister aux forces induites par la contraction du myocarde mais 
ne leur permet pas de contribuer à la fonction cardiaque (VAN DEN BORNE et al., 2010). Les 
processus angiogéniques s’arrêtent et les vaisseaux non-entourés de péricytes se résorbent 
(DOBACZEWSKI et al., 2004).  
Cependant, la production de collagène et la fibrose ne se limitent pas à la zone affectée par la 
mort des cardiomyocytes. Les myofibroblastes sont aussi activés hors de la zone ischémique, et 
produisent excessivement des fibres de collagène dans les régions éloignées. Ceci crée une fibrose 
interstitielle qui augmente la rigidité du ventricule et réduit sa capacité contractile, et peut même 
contribuer à l’expansion de l’infarctus (qui n’est pas une extension de la zone infarcie, qui elle est 
guérie) (VAN DEN BORNE et al., 2010). La paroi ventriculaire s’amincit, par une élongation des 
cardiomyocytes et leur réarrangement accompagné d’une dégradation de la matrice par des 
métalloprotéases (MUKHERJEE et al., 2003). Ce remodelage est maladaptif et contribue au 
développement de l’insuffisance cardiaque chronique post-infarctus du myocarde (OPIE et al., 
2006). 
6.5.5 Rôle des mastocytes dans l’infarctus du myocarde 
Les mastocytes, par leur position périvasculaire, sont en première ligne lors de la réponse 
immunitaire à une ischémie. Après l’induction de l’infarctus, leurs niveaux augmentent 
dramatiquement dans le cœur de rat (ENGELS et al., 1995). Cette augmentation en densité se 
produit graduellement en IR chez le chien, par le recrutement des progéniteurs de mastocytes 
circulants pour corréler avec la guérison du tissu cardiaque et le recrutement des monocytes 
(FRANGOGIANNIS et al., 1998b). Les mastocytes résidant déjà dans le myocarde jouent tout de 
même un rôle capital dans ce modèle, étant la source principale de TNF-α dans le déclenchement 
de la réaction inflammatoire (FRANGOGIANNIS et al., 1998a). Les mastocytes impliqués sont 
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du phénotype des tissus conjonctifs, menant à une augmentation de la chymase dans le tissu 
cardiaque infarci (DAEMEN & URATA, 1997). 
Les effets de l’absence des mastocytes lors de l’infarctus sont mitigés. En IR, la stabilisation 
des mastocytes (et l’antagonisme des récepteurs à l’histamine) par le kétotifène, ou la 
dégranulation préalable des mastocytes avec le 48/80 avant la chirurgie, réduit la blessure causée 
par l’IR (JAGGI et al., 2007). Les souris déficientes en mastocytes W/Wv montrent aussi une 
augmentation de la viabilité du myocarde 6 heures après la reperfusion (BHATTACHARYA et 
al., 2007). La relaxine inhibe l’activité des mastocytes de cochons ayant subi l’IR et réduit 
l’arythmie ventriculaire et les dommages causés au myocarde (NISTRI et al., 2008). La répression 
de l’activité des mastocytes protège aussi la fonction cardiaque dans d’autres modèles 
d’insuffisance et remodelage du myocarde comme l’hypertension chez le rat (stabilisation des 
mastocytes par le nédocromil) (LEVICK et al., 2009), la surcharge de pression chez la souris W/Wv 
(HARA et al., 2002) et la surcharge volumique chronique chez le rat déficient en mastocytes 
Ws/Ws (LEVICK et al., 2008).  
Les résultats avec les souris déficientes en mastocytes en IMA sont plus contradictoires. La 
dilatation et l’amincissement du ventricule gauche sont moins importants dans les souris W/Wv 
7 jours après la ligature de l’artère coronaire LAD (JANICKI et al., 2015). Par contre, 14 jours 
après l’induction de l’IMA, les souris W/Wv ont une dilatation plus importante, une zone infarcie 
plus grande et un amincissement plus prononcé de la paroi ventriculaire (CIMINI et al., 2007). 
Les auteurs de cette étude ont minimisé le rôle des mastocytes, qu’ils jugent trop peu nombreux, 
dans leur modèle, concluant que leurs résultats sont dus à un manque de recrutement des 
myofibroblastes pour aider à la guérison du tissu cardiaque. Or, les mastocytes sont des régulateurs 
proéminents des myofibroblastes (GAILIT et al., 2001). Ayach et collaborateurs ont observé une 
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aggravation des paramètres cardiaques 35 jours après l’induction de l’IMA dans les souris W/Wv 
sans toutefois observer de différences de survie. Ils ont attribué les effets de la répression de c-kit 
aux cellules tueuses naturelles (cellules NK) plutôt qu’aux mastocytes, illustrant les vastes effets 
des mutations W/Wv sur les lignées de cellules hématopoïétiques de ces souris (AYACH et al., 
2006). Afin d’isoler le rôle des mastocytes, Ngkelo et collègues ont utilisé le modèle de souris 
CPA3Cre/+, résultant en une réduction des mastocytes et d’une partie des basophiles spécifiquement 
(FEYERABEND et al., 2011). Les souris CPA3Cre/+ sont plus affectées par l’IMA que leurs 
congénères de type sauvage, à l’image des souris W/Wv ou celles traitées au cromolyn, présentant 
une fraction d’éjection inférieure et une dilation plus importante du ventricule. En revanche, le 
remodelage et la taille de la zone infarcie ne sont pas affectés par la mutation CPA3Cre/+, ce qui 
indique que d’autres types cellulaires sont responsables de la guérison (NGKELO et al., 2016). 
6.5.6 La chymase lors de l’infarctus du myocarde 
Les mastocytes présents dans le myocarde sont principalement périvasculaires et du type 
tryptase-chymase (ou CTMC chez la souris). Comme les mastocytes sont activés en réponse au 
stress ischémique, la chymase est rapidement sécrétée et active dès le début de l’infarctus 
(FRANGOGIANNIS et al., 1998a). La chymase est aussi présente dans les athéromes responsables 
des infarctus chez les patients, indiquant qu’elle peut être présente avant même le début de 
l’hypoxie (KOVANEN et al., 1995, LAINE et al., 1999). Ces données supportent un rôle précoce 
de la chymase dans l’infarctus. Ce rôle peut être prolongé, l’activité chymase étant toujours 
augmentée 56 jours après l’infarctus chez le hamster (JIN et al., 2001). 
Le rôle de la chymase dans l’infarctus du myocarde et dans l’insuffisance cardiaque a surtout 
été caractérisé par rapport à l’activité de l’Ang-II dans ces pathologies (MIYAZAKI et al., 2006a). 
L’inhibition de la chymase chez le hamster subissant la ligature permanente de l’artère coronaire 
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LAD produit des effets similaires à l’antagonisme du récepteur AT1 de l’Ang-II, alors que 
l’inhibition de l’ECA n’a aucun effet dans ce modèle. Les inhibiteurs de chymase et antagonistes 
du récepteur de l’Ang-II (ARA) améliorent les paramètres hémodynamiques cardiaques des 
hamsters 3 et 14 jours après l’induction de l’infarctus, montrant leur activité dans plusieurs phases 
de réparation à l’infarctus (JIN et al., 2002, JIN et al., 2003). Ces résultats sont aussi visibles chez 
le chien, où l’inhibiteur de chymase TY-51184 réduit aussi l’arythmie létale au même niveau qu’un 
ARA 8 heures après la ligature de l’artère coronaire LAD (JIN et al., 2004). Ainsi, l’inhibition de 
la chymase améliore la survie des hamsters et des chiens subissant l’infarctus du myocarde. 
L’inhibition de la chymase protège aussi la fonction cardiaque lors de l’IR chez le porc, réduisant 
la taille de la zone infarcie, l’activation de MMP-9, l’infiltration des neutrophiles et l’activation de 
gènes inflammatoires (OYAMADA et al., 2011). L’inhibition de la MMP-9 est un objectif 
potentiellement bénéfique, la répression de son expression chez la souris améliorant les paramètres 
hémodynamiques suite à la ligature permanente de l’artère coronaire LAD (DELEON-PENNELL 
et al., 2016) 
La chymase n’agit donc pas simplement en activant le système de l’angiotensine. Elle 
participe à l’inflammation et contribue à la dégradation de la matrice extracellulaire en activant les 
MMP tout en clivant directement le collagène, la fibronectine et la vitronectine (OYAMADA et 
al., 2011). Chez des patients ayant subi un infarctus du myocarde, les niveaux d’ET-1 (1-31) 
plasmatiques et cardiaques sont augmentés (OKA et al., 2014). Chez le rat, un système où la 
chymase n’est pas documentée en tant qu’enzyme productrice d’Ang-II, l’inhibition de la chymase 
améliore aussi les paramètres hémodynamiques cardiaques, le remodelage ventriculaire fibrotique 
et la survie après l’infarctus du myocarde (KANEMITSU et al., 2006). La chymase active le 
TGF-β, qui contribue à la guérison de la région infarcie mais aussi au remodelage des régions 
 97 
distantes non-ischémiques (TAIPALE et al., 1995). Par le TGF-β, la chymase active ainsi la 
prolifération des fibroblastes et leur différenciation en myofibroblastes, contribuant à prévenir la 
fibrose et l’hypertrophie chez le hamster cardiomyopathique (TAKAI et al., 2003). Bien que la 
chymase soit une enzyme reconnue comme spécifique aux mastocytes, son expression semble être 
activée dans les fibroblastes cardiaques issus du ventricule gauche dans un modèle d’insuffisance 
cardiaque par surcharge de pression (FU et al., 2016).  
L’expression de la mMCP-4 est augmentée dans le cœur de souris infectées par le virus de 
l’encéphalomyocardite, qui développent une insuffisance cardiaque (KITAURA-INENAGA et al., 
2003). Dans un modèle d’insuffisance cardiaque due à l’hypoxie, l’inhibition de la chymase réduit 
le remodelage ventriculaire en réduisant le diamètre des cardiomyocytes, la fibrose périvasculaire, 
le stress oxydatif et l’expression de cytokines inflammatoires (MATSUMOTO et al., 2009). Cette 
étude illustre l’impact bénéfique de l’inhibition sur le développement de l’insuffisance cardiaque, 
dans plusieurs modèles, comme le chien tachycardique (MATSUMOTO et al., 2003) et la 
myocardite chez le rat (PALANIYANDI et al., 2007). 
La synthèse d’Ang-II cardiaque in vivo chez la souris saine dépend de l’ECA, mais l’inhibition 
de celle-ci active la relâche de la mMCP-4 des mastocytes pour rétablir les niveaux d’Ang-II 
cardiaque (WEI et al., 2010). Par contre, cette étude a évalué le rôle de la chymase dans l’infarctus 
chez le hamster. Un article plus récent a montré que la répression de la mMCP-4 réduisait le 
remodelage et la baisse de la fonctionalité cardiaque suite à l’IR chez la souris (TEJADA et al., 
2016). Néanmoins, le rôle de la chymase dans l’infarctus du myocarde aigü chez la souris n’a pas 
été évalué. Nous avons donc induit un infarctus du myocarde par la ligature permanente de l’artère 
coronaire LAD dans les souris mMCP-4-/-, ces travaux se retrouvant dans l’Article 3 de la thèse.  
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7 Mise en contexte et hypothèses de l’étude 
 
Notre laboratoire a confirmé que l’inhibition pharmacologique de la chymase réduit la réponse 
pressive induite par la Big ET-1 ainsi que la hausse des niveaux plasmatiques d’ET-1 suite à 
l’administration de ce précurseur chez la souris (SIMARD et al., 2009). Cependant, les inhibiteurs 
utilisés dans cette étude, le chymostatin et le Suc-Val-Pro-PheP(OPh)2, ne sont pas spécifiques à 
la chymase (D'ORLÉANS-JUSTE et al., 2008). De plus, la souris possède de nombreux isoformes 
de chymase. La mMCP-4 est l’isoforme présentant la meilleure homologie avec la chymase 
humaine par rapport à sa localisation dans les mastocytes de tissus conjonctifs, son entreposage 
nécessitant la serglycine-héparine et sa spécificité enzymatique (PEJLER et al., 2010). Nous avons 
émis l’hypothèse que la mMCP-4 est l’enzyme impliquée dans la conversion de la Big ET-1 en 
ET-1 (1-31), et grandement impliquée dans l’activité de la Big ET-1 in vivo chez la souris. 
L’ET-1 contribue à l’activation du phénotype inflammatoire des cellules endothéliales, à leur 
captage de ox-LDL par l’expression de LOX-1 ainsi qu’au développement des cellules spumeuses. 
L’ET-1 participe aussi à l’expression de cytokines inflammatoires et à l’invasion de la lésion par 
les cellules musculaires lisses (PERNOW et al., 2012). L’antagonisme du récepteur ETA de 
l’endothéline réduit la progression de l’athérosclérose dans les modèles de souris et chez l’humain 
(BARTON et al., 1998, YOON et al., 2013). La contribution du récepteur ETB, par contre, reste 
plus controversée (MAZZUCA & KHALIL, 2012). Nous avons émis l’hypothèse que le 
macitentan, antagoniste mixte lipophile ciblant les tissus, ralentirait la progression des plaques 
athéromateuses dans un modèle d’athérosclérose de rongeur, la souris déficiente pour l’ApoE. La 
chymase joue aussi un rôle dans la progression de l’athérosclérose. Elle participle à la formation 
des cellules spumeuses par la dégradation des lipoprotéines dans la lésion. De plus, elle active le 
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TGF-β et la MMP-9, contribuant au remodelage de la lésion. L’activation de MMP-9, la 
dégradation de protéines de la matrice extracellulaire ainsi que son rôle pro-apoptique sur les 
cellules musculaires lisses contribuent à la déstabilisation de la plaque. Son inhibition 
pharmacologique ralentit la progression de l’athérosclérose chez le hamster et l’instabilité de la 
plaque coronarienne chez la souris ApoE-/- (BOT et al., 2015). Un lien intéressant entre le système 
endothélinergique et la chymase est proposé par la présence d’ET-1 (1-31) dans les athéromes de 
hamsters hypercholestérolémiques (MAWATARI et al., 2004). Nous avons donc émis l’hypothèse 
que la répression de la mMCP-4 ralentit la progression des plaques athéromateuses et le 
développement de marqueurs d’instabilité de la lésion dans les souris ApoE-/-.  
Nous nous sommes aussi intéressés à une complication de la rupture d’une lésion 
athéromateuse coronarienne. Les mastocytes et leurs protéases jouent un rôle important dans le 
développement de l’infarctus du myocarde. L’inhibition de la chymase réduit la progression de la 
dysfonction cardiaque chez le hamster et le rat (JIN et al., 2003, KANEMITSU et al., 2006). 
Comme pour l’athérosclérose, un lien entre la chymase et l’ET-1 est suggéré par l’augmentation 
des niveaux plasmatiques et tissulaires cardiaques d’ET-1 (1-31) chez les patients ayant subi un 
infarctus du myocarde (OKA et al., 2014). Cependant, l’impact de l’inhibition de la chymase n’a 
pas été évalué lors de l’ischémie cardiaque irréversible chez la souris. La mMCP-4 peut aussi 
contribuer à réduire l’inflammation en dégradant plusieurs alarmines impliquées dans la réaction 
immunitaire lors de l’ischémie cardiaque (ROY et al., 2014). Nous avons donc émis l’hypothèse 
que la répression génique de la mMCP-4 contribuerait à améliorer les paramètres cardiaques lors 




Figure 12 : Schéma du rôle central de la mMCP-4 dans l'étude 
Nous postulons que la mMCP-4 joue un rôle important dans la synthèse de l’ET-1 chez la souris. 
L’ET-1 et la mMCP-4 participent au développement de l’athérosclérose. La mMCP-4 participe 
aussi à la déstabilisation de la lésion, et à la conséquence qui découle de l’athérothrombose 
coronarienne, l’infarctus du myocarde. Ainsi, notre hypothèse propose que l’absence de la mMCP-
4 inhibera la synthèse de l’ET-1 et le développement de l’athérosclérose. De plus, cette répression 
protégera l’intégrité de la lésion et la fonction cardiaque des souris ayant subi un infarctus du 









8 Introduction méthodologique 
Les souris mMCP-4-/- ont été générées avec des individus de souche C57BL/6J 
(TCHOUGOUNOVA et al., 2003). Elles sont en santé et fertiles. Ces souris présentent des 
anomalies dans la perméabilité de la barrière intestinale, les rendant potentiellement plus 
vulnérables aux infections parasitaires (GROSCHWITZ et al., 2009), mais elles ne présentent pas 
de défauts majeurs de développement. Le modèle de souris mMCP-4-/- constitue le modèle de base 
de cette thèse. Les évaluations du rôle de la chymase dans l’activité de la Big ET-1, dans 
l’athérosclérose et l’infarctus du myocarde ont toutes été faites dans ces souris, pour la première 
fois. 
Le premier manuscrit présenté dans cette thèse présente le rôle de la mMCP-4 dans l’activité 
biologique de la Big ET-1 in vivo. Les résultats ex vivo sur l’activité de type chymotrypsine dans 
les homogénats de tissus (fluorescence et conversion de la Big ET-1 en ET-1 (1-31)) ne seront pas 
discutés comme étant des résultats de la présente thèse, ayant été présentés dans le mémoire de 
maîtrise d’un autre étudiant, Marc David Jamain, en 2011. Ils seront ainsi cités comme ceci : 
(JAMAIN, 2011, HOUDE et al., 2013). Dans ce premier manuscrit, nous avons utilisé trois 
inhibiteurs enzymatiques spécifiques (Figure 13). Le TY-51469 est un inhibiteur spécifique de 
chymase. Le thiorphan est un inhibiteur spécifique de la néprilysine. Le CGS 35066 est un 
inhibiteur inhibant préférentiellement l’ECE. Son affinité pour l’ECE est 100 fois supérieure à 
celle pour la NEP. La dose de CGS 35066 utilisée dans notre étude est de 0.1 mg/kg, une dose 
optimale pour bloquer le maximum d’activité de l’ECE sans inhiber la NEP. 
Le deuxième manuscrit a utilisé le modèle des souris athérosclérotiques ApoE-/-. Ces souris 
développent spontanément de l’hypercholestérolémie et l’athérosclérose (PIEDRAHITA et al., 
1992, ZHANG et al., 1992), illustrant le rôle central de l’ApoE (GREENOW et al., 2005), le  
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Figure 13 : Inhibiteurs enzymatiques utilisés dans l'étude 1 
Figure adaptée et reproduite avec les permissions de SAGE Publications (TY-51469) et l’American 
Chemical Society (CGS 35066). Le schéma du thiorphan est du domaine public et disponible sans 
droits d’auteur sur Wikipédia. 
 
traitement avec une diète riche en gras et/ou cholestérol servant à accélérer le processus (JAWIEN 
et al., 2004). Nous avons choisi les deux options, traitant des souris ApoE-/- avec une diète dite 
Western (42% des calories venant de la composition de 15 % de gras, 0.1% de cholestérol ; Teklad 
TD.88317) pendant 17 semaines ou laissant les souris vieillir en diète normale jusqu’à 1 an. Afin 
d’étudier le rôle de la chymase dans ce modèle, nous avons croisé les souris ApoE-/- avec des souris 
mMCP-4-/- pour obtenir les souris ApoE-/-/mMCP-4-/-.  
De plus, nous avons utilisé le macitentan, antagoniste mixte lipophile (Figure 14), avec 
l’hypothèse que son profil de solubilité aiderait à cibler les lésions grasses athéromateuses 
(IGLARZ et al., 2008). Nous avons utilisé la méthode d’administration orale volontaire chez la 
souris (ZHANG, 2011). Cette méthode permet de simuler la prise d’un comprimé unique dans la 
journée sans le stress associé au gavage intra-gastrique. D’abord, le macitentan, non soluble dans 
l’eau, est suspendu dans une solution aqueuse contenant de la méthylcellulose cP15 (0.05 %) et du 
polysorbate 80 (0.05 %) (KIM et al., 2011). Cette suspension est mélangée dans une solution de 
gélatine 14 %, édulcorant (sucralose) 20 % et essence de banane afin de donner une gélose 
TY-51469 CGS 35066 Thiorphan
IC
50
 : 7 nM (chymase humaine)
PALANIYANDI et al., 2007
IC
50
 : 22 nM (ECE humaine)
2300 nM (NEP rat)
DE LOMBAERT et al., 2000
K
i
 : 4,7 nM (NEP souris)
ROQUES et al., 1980
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édulcorée et savoureuse pour les souris. Différentes concentrations de macitentan sont préparées 
pour contrôler la dose selon le poids de la souris. Afin de contrer la néophobie, les souris en cages 
individuelles sont mises en jeûne dès la veille du début de leur entraînement. Le lendemain matin, 
elles reçoivent la gélose ne contenant pas de macitentan. Dès qu’elles ont mangé la gélose, ce qui 
peut prendre quelques heures la première fois, les souris reçoivent la nourriture. Les entraînements 
subséquents, durant une semaine, n’impliquent pas de nouveau jeûne. À ce stade, les souris 
mangent leur gélose en moins de 1 minute, simulant la prise d’un comprimé croquable. Après une 
semaine d’entraînement, les souris sont divisées entre celles qui reçoivent le macitentan (30 
mg/kg/jour) et celles qui restent sur le protocole d’entraînement (véhicule). Le changement de 
couleur lié à la présence du macitentan (du clair au blanc) n’influence pas la prise de la gélose par 
les souris. 
Nous avons mesuré l’étendue des lésions sur la grandeur entière de l’aorte. Sur les images, 
l’aorte est ouverte, et la crosse aortique est coupée à l’intérieur et à l’extérieur de la courbe de 
façon à la diviser en deux. Ceci forme un Y, permettant une meilleure visualisation que sur une 
aorte ouverte d’un seul côté et dont la crosse aortique est aplatie. De plus, nous avons utilisé l’artère 
brachiocéphalique, ou artère innominée, petit segment artériel de 2 mm qui est le premier 
embranchement de la crosse aortique, avant de se séparer en deux nouvelles artères, carotide droite 
et brachiale droite. Cette artère est l’endroit où l’athérosclérose avance le plus rapidement chez la 
souris ApoE-/- et l’un des seuls à présenter spontanément des signes de rupture (JOHNSON et al., 
2005, JACKSON et al., 2007). 
Enfin, le troisième manuscrit s’intéresse à l’impact de la chymase dans un modèle d’infarctus 
du myocarde. Encore une fois, la répression de l’activité chymase s’est faite de façon systémique 




Figure 14 : L’antagoniste des récepteurs à l’endothéline, utilisé dans l'étude 2, et son métabolite 
actif.  
Figure adaptée de Iglarz et collaborateurs (2008) et reproduite avec la permission de l’American 
Society for Pharmaceutical and Experimental Therapeutics. 
 
coronaire LAD pour créer l’infarctus. Ce modèle diffère de l’IR, où l’artère coronaire LAD 
est ligaturée pendant 30 ou 60 minutes, puis la circulation est rétablie. Dans ce dernier modèle, les 
dommages sont causés par la réponse des facteurs stimulés par l’ischémie à la reperfusion et au 
retour de l’oxygène. Par contre, ce modèle, s’il est fidèle aux patients qui subissent une reperfusion 
après un infarctus, n’est pas représentatif de la gravité de l’ischémie. De plus, la composante 
immunitaire est cruciale lors de la pathologie de l’IR ; les souris immunodéficientes (et 
diabétiques) NOD/Scid (non-obese diabetic/severe combined immunodeficiency) ne montrent 
presque pas de dysfonction cardiaque après la chirurgie IR, mais de profonds effets après la ligature 
irréversible (VAN ZUYLEN et al., 2015). 
Nous avons choisi la période de 72 heures post-chirurgie afin d’obtenir toutes les souris pour 
Macitentan ACT-132577
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l’évaluation des paramètres cardiaques, autant celles qui allaient mourir que les souris destinées à 
survivre. Afin d’évaluer les paramètres cardiaques in vivo, nous avons choisi la tomographie par 
émission de positrons (TEP) avec le marqueur 18F-flurodeoxyglucose (18F-FDG). Cette technique, 
si elle ne possède pas la résolution spatiale des deux méthodes d’imagerie cardiaque plus 
répandues, soit l’échocardiographie et l’imagerie par résonance magnétique (IRM), possède 
néanmoins plusieurs avantages. Le 18F-FDG est un marqueur métabolique permettant de 
déterminer où les cellules captent le glucose. Après être entré dans la cellule, le 18F-FDG est 
modifié par l’hexokinase, et reste ensuite bloqué dans la cellule qui ne peut l’expulser ou le 
métaboliser davantage. L’émission de positrons est alors détectée par le TEP. Ainsi, cette 
technique rend possible l’observation de la paroi vivante et perfusée du cœur et par le fait même, 
une estimation de son profil métabolique. De plus, elle nous permet l’estimation de la portion du 
cœur qui est infarcie. L’échocardiographie, largement utilisée, ne permet pas ces mesures. De plus, 
bien que des appareils récents permettent les mesures en mode B (bidimensionnel), la plupart des 
études utilisent le mode M, unidimensionnel, mesurant le diamètre ventriculaire et calculant 
ensuite son volume. Ce calcul n’est pas nécessairement représentatif de la forme du ventricule 
infarci. De plus, cette méthode est sensible au maniement de la sonde par le manipulateur, qui peut 
être dérangé par la suture qui referme la cage thoracique après la chirurgie. Un avantage de 
l’échocardiographie est qu’elle permet l’estimation du flot aortique. L’IRM possède une meilleure 
résolution et n’est pas dépendant du maniement d’une sonde. Par contre, il ne permet pas d’estimer 
la partie infarcie du cœur ni son profil métabolique. Ces considérations nous ont orientés vers 
l’utilisation du TEP pour petits animaux du Centre d’Imagerie Médicale de Sherbrooke.  
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9.1 Résumé en français 
La protéase à sérine chymase peut générer de l’angiotensine-II (Ang-II) intracardiaque à partir 
de l’Ang-I, en plus de générer un précurseur intermédiaire de l’endothéline-1 (ET-1), l’ET-1 
(1-31), à partir de la Big ET-1. Alors que l’humain ne possède qu’une chymase, plusieurs 
isoformes sont documentés chez la souris, chacun possédant sa propre spécificité d’activité 
catalytique. Parmi ceux-ci, la protéase mastocytaire de souris 4 (mMCP-4) est l’isoforme le plus 
similaire à la chymase humaine pour son activité. Le but de cette étude était de caractériser la 
capacité de la mMCP-4 pour convertir la Big ET-1 en son métabolite bioactif, l’ET-1, in vitro et 
in vivo chez la souris. La pression artérielle moyenne basale n’était pas différente entre les souris 
de type sauvage (WT) et mMCP-4(-/-). L’administration systémique de la Big ET-1 induit une 
réponse vasopressive et des niveaux sanguins d’ET-1 (1-31) et d’ET-1 immunoréactifs réduits de 
plus de 50 % dans les souris mMCP-4(-/-) comparativement aux souris contrôles WT. La réponse 
résiduelle à la Big ET-1 dans les souris mMCP-4(-/-) était insensible à un inhibiteur de 
l’enképhalinase/endopeptidase neutre, le thiorphan, et à un inhibiteur spécifique de la chymase, le 
TY-51469 (acide (2-[4-(5-fluoro-3-methylbenzo[b]thiophen-2-yl) sulfonamido-3-
methanesulfonylphenyl]thiazole-4-carboxylique). Les fractions solubles de poumons, ventricule 
cardiaque gauche, aorte et reins de souris WT, mais pas mMCP-4(-/-), ont généré de l’ET-1 (1-31) 
à partir de Big ET-1 exogène, de façon sensible au TY-51469, tel que détecté par 
HPLC/spetrométrie de masse MALDI. Finalement, les niveaux pulmonaires endogènes d’ET-1 
immunoréactive étaient réduits de plus de 40 % dans les tissus dérivés des souris mMCP-4(-/-) 
comparativement à ceux des souris WT. Nos résultats montrent que la mMCP-4 joue un rôle 
prépondérant dans la conversion dynamique de la Big ET-1 systémique en ET-1 chez la souris.  
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9.2.1 Abstract 
The serine protease chymase has been reported to generate intra-cardiac angiotensin-II 
(Ang-II) from Ang-I as well as an intermediate precursor of endothelin (ET)-1, ET-1 (1-31) from 
Big-ET-1. Although humans possess only one chymase, several murine isoforms are documented, 
each with its own specific catalytic activity. Among these, mouse mast cell protease 4 (mMCP-4) 
is the isoform most similar to the human chymase for its activity. The aim of this study was to 
characterize the capacity of mMCP-4 to convert Big-ET-1 into its bioactive metabolite, ET-1, in 
vitro and in vivo in the mouse model. Basal mean arterial pressure did not differ between wild-
type (WT) and mMCP-4(-/-) mice. Systemic administration of Big-ET-1 triggered pressor 
responses and increased blood levels of immunoreactive (IR) ET-1 (1-31) and ET-1 that were 
reduced by more than 50 % in mMCP-4 knockout (-/-) mice when compared to WT controls. 
Residual responses to Big-ET-1 in mMCP-4(-/-) mice were insensitive to the 
enkephalinase/neutral endopeptidase inhibitor thiorphan and the specific chymase inhibitor, 
TY-51469 (2-[4-(5-fluoro-3-methylbenzo[b]thiophen-2-yl) sulfonamido-3-
methanesulfonylphenyl]thiazole-4-carboxylic acid). Soluble fractions from the lungs, left cardiac 
ventricle, aorta and kidneys of WT but not mMCP-4(-/-) mice generated ET-1 (1-31) from 
exogenous Big-ET-1 in a TY-41569-sensitive fashion as detected by high-performance liquid 
chromatography/matrix-assisted laser desorption/ionization-mass spectrometry. Finally, 
pulmonary endogenous levels of immunoreactive-ET-1 were reduced by more than 40% in tissues 
derived from mMCP-4(-/-) mice when compared to WT mice. Our results show that mMCP-4 
plays a pivotal role in the dynamic conversion of systemic Big-ET-1 to ET-1 in the mouse model.   
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9.2.2 Introduction 
In the human cardiovascular system, mast cell-derived serine protease chymase generates the 
vasoconstrictor peptide angiotensin II (Ang-II), especially in the heart and the vascular wall (Urata 
et al., 1993; Mangiapane et al., 1994). Chymase, similarly to the angiotensin converting enzyme, 
cleaves the precursor angiotensin-I to yield the biologically active Ang-II (Urata et al., 1990). 
Pivotal roles of chymase have also been demonstrated in several animal models of cardiovascular 
diseases, such as atherosclerosis, many of them in relation to its Ang-II producing activity 
(Fleming, 2006). For instance, chymase presence is increased in the atherosclerotic plaque 
(Kaartinen et al., 1994) and the inhibition of chymase reduces the size of Ang-II-induced 
abdominal aneurysms in the mouse (Inoue et al., 2009).  
Endothelin-1 (ET-1), on the other hand, is a 21 amino acid peptide (Yanagisawa et al., 1988) 
that exerts its actions via two receptors, ETA and ETB (Arai et al., 1990; Sakurai et al., 1990). ET-1 
is derived from pro-endothelin-1, which is cleaved by furin to yield a 38 amino acid intermediate, 
Big-ET-1 (Denault et al., 1995). Big-ET-1 is then hydrolysed at the Trp21-Val22 bond to yield the 
bioactive ET-1 by an endothelin converting enzyme (ECE) (McMahon et al., 1991; D'Orléans-
Juste et al., 2003).  
Mice knocked out for both ECE genes do not survive the late gestational stage, yet embryonic 
tissues of these mice still retain two thirds of total endothelin peptides measured in wild type (WT) 
congeners (Yanagisawa et al., 2000). Thus, other proteases are involved in the overall production 
of mature ET-1 in the mouse. 
The first report of non-ECE dependent synthesis of ET-1 from Big-ET-1 showed that 
chymostatin, a non-specific inhibitor of chymotrypsin-like proteases, efficiently blocked the 
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processing of Big-ET-1 into its active metabolite in perfused rat lungs (Wypij et al., 1992). 
Chymase has subsequently been reported to hydrolyze Big-ET-1 to a 31 amino acid peptide, ET-1 
(1-31) (Hanson et al., 1997; Nakano et al., 1997). Initially reported as a direct ETA receptor agonist 
(Yoshizumi et al., 1998), additional in vitro (Hayasaki-Kajiwara et al., 1999) and in vivo studies 
(Fecteau et al., 2005). have shown that ET-1 (1-31) must first be converted by the neutral 
endopeptidase 24.11 (NEP) to normal-length ET-1 to exert biological activities. Interestingly, 
Matawari and colleagues (2004) reported high concentrations of ET-1 (1-31) in the atheromas of 
atherosclerotic patients. More recently, our laboratory demonstrated that specific chymase 
inhibition markedly reduces the synthesis of ET-1 from exogenous Big-ET-1 in the mouse model 
in vivo (Simard et al., 2009).  
Whereas a single human chymase isoform has been reported, several have been identified in 
the mouse, each with a distinct activity (Pejler et al., 2010). Among those isoforms, studies on the 
role of chymase in the synthesis of Ang-II suggest that mMCP-4 is the murine isoform having the 
most similar proteolytic activity to that of human chymase (Caughey, 2007; Andersson et al., 2008; 
D'Orléans-Juste et al., 2008). Whether mMCP-4 is also involved in the generation of ET-1 from 
its precursor Big-ET-1 has yet to be determined. 
Therefore, using mice genetically deficient for mMCP-4 (mMCP-4(-/-)) (Tchougounova et 
al., 2003) as well as the specific chymase inhibitor TY-65149 (Koide et al., 2003; Palaniyandi et 
al., 2007), we studied the role of this chymase isoform in the biological activity of Big-ET-1 in 
vitro and in vivo. Our results suggest a pivotal role for mMCP-4 in the cardiovascular properties 




See Supplemental Methods online for additional information 
9.2.3.1 Animals 
C57BL/6J mice were purchased from Charles River (Montréal, QC, Canada) and housed in 
our facilities. Genitor mMCP-4(-/-) mice (Tchougounova et al., 2003) were bred in our facilities 
and their genotype was confirmed by polymerase chain reaction (PCR) (see Supplemental Fig. 1 
(Figure 22); Supplemental Tables 1 (Tableau 7) and 2 (Tableau 8)). All animals were kept at 
constant room temperature (23°C) and humidity (78%) under a controlled light/dark cycle (6:00 
AM–6:00 PM), with standard chow and tap water available ad libitum. Animal care and 
experiments were approved by the Ethics Committee on Animal Research of the Université de 
Sherbrooke in respect of the Canadian Council on Animal Care guidelines and the Guide for the 
Care and Use of Laboratory Animals of the United States National Institutes of Health.  
All experiments on mice were performed on male mice under general anaesthesia, with a 
mixture of ketamine/xylazine (87/13 mg/kg, intra-muscular) (Vetalar©, Bioniche, Belleville, ON, 
CAN and Xylamax©, Bimeda, Cambridge, ON, CAN). Maintenance anaesthesia was performed 
with a third of the initial dose every 30 minutes. Complete anaesthesia was assumed when no 
withdrawing reflex was found during a pressure on any paw of the mouse. After procedure 






9.2.3.2 RNA extraction and Reverse-Transcription Quantitative PCR 
Pulmonary, cardiac, aortic and renal tissues from C57BL/6J and mMCP-4(-/-) mice were 
homogenized using a tissue dispersing apparatus ULTRA-TURRAX T8 (IKA Works, 
Wilmington, NC). The purification of total RNA was carried out on RNeasy columns for fibrous 
tissues (Quiagen, Toronto, ON). The protocol was performed as recommended by the 
manufacturer except for DNAse treatment. Quantitative PCR for actin, ECE-1a, NEP, mMCP-1, 
carboxypeptidase-A1 (CPA1) was performed by monitoring in real time increase in fluorescence 
of SYBR Green incorporation (Perfecta SYBR Green SuperMix, low ROX (Quanta Biosciences, 
Gaithersburg, MD, USA)) using the MX3000P Multiplex Quantitative PCR System (Stratagene). 
Levels of actin were constant between organs of WT and mMCP4(-/-) mice and used as internal 
controls for normalisation. Fold changes from the WT to mMCP-4(-/-) is determined using the 
(2-∆∆CT) method (Pfaffl, 2001). 
 
9.2.3.3 Specific chymotrypsin-like activity in vitro 
WT and mMCP-4(-/-) mice were killed and the lungs, left cardiac ventricle, aorta and kidneys 
were homogenized and centrifuged, and the supernatants were collected for the assay. By use of 
the nonfluorescent substrate Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amino-4-methylcoumarin (AMC) (Peptide 
Institute, Osaka, Japan), fluorescence AMC-forming activity, as chymotrypsin-like activity, was 
then measured with a fluorescence spectrophotometer (ex: 370 nm; em: 460 nm) (Molecular 
Devices, Sunnyvale, CA). Some experiments were performed with pre-treatment of the soluble 
extracts with the specific chymase inhibitor TY-41569 (10 µM) (graciously provided by Toa Eiyo 
Ltd, Osaka, Japan). 
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9.2.3.4 In vitro conversion of Big-ET-1 to ET-1 (1-31) 
Soluble fractions from the lungs, left cardiac ventricle, aorta and kidneys were collected from 
WT and mMCP-4(-/-) mice as described above. 
The soluble fractions were incubated with Big-ET-1 (7.5 µM), either with vehicle or 
TY-51469 (10 µM), after which samples were filtered through a 30K Amicon centrifugal filter 
unit (Millipore Corporation, Billireca, MA, USA) for high-performance liquid chromatography 
(HPLC)-mass spectrometry (MS) analysis. Filtrates were collected and purified by reversed phase 
HPLC (1100 series) with a Zorbax C-18 analytical column (Agilent Technologies). Quantification 
was assessed with absorbance at a wavelength of 214 nm and 30-second fractions at the Big-ET-1 
and ET-1 (1-31) elution peaks were collected for matrix-assisted laser desorption/ionization 
(MALDI) mass spectrometry analysis. The MALDI-Time of Flight (TOF) was performed on a 
ProteinChip system (Bio-Rad Laboratories Inc, Mississauga, ON, Canada) using a gold plate as 
support and -cyano-4-hydroxycinnamic acid (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) as the matrix. 
 
9.2.3.5 Telemetric hemodynamic recording in conscious mice 
Telemetry probe implantation was achieved in accordance to Carlson and Wyss (2000) and 
Butz and Davisson (2001). Briefly, anaesthetized WT and mMCP-4(-/-) mice were implanted with 
a catheter-tipped transmitter (TA11PA-C20, Data Sciences International, St-Paul, MN) into the 
aortic arch. The transmitter was placed subcutaneously along the right flank of the animal. A 
buprenorphine protocol of 0.1 mg/kg at every 9 h for 24 h post-operation was conducted to control 
surgical pain. The mice had a 14-day recovery period before recording of hemodynamic data. The 
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mice were then monitored at 15-minute intervals for 24 hours, via Acquisition Dataquest 2.3 (Data 
Sciences International). 
 
9.2.3.6 Hemodynamic recording in vivo 
Anaesthetized WT and mMCP-4(-/-) mice were cannulated via the left jugular vein (for intra-
venous administration of pharmacological agents) and the right carotid artery (for hemodynamic 
recording and blood sampling) with a 10-gauge polyethylene catheter. 
The right carotid artery catheter was then connected to a Blood Pressure Analyzer 200A 
(Micro-Med, Tustin, CA) for arterial pressure measurements. The mice were allowed a 15-minute 
stabilization period before the intravenous injection of Big-ET-1, ET-1 (1-31) or ET-1 (Peptide 
Institute) at doses ranging from 0.001 nmol/kg to 10 nmol/kg. Data were then collected for 20 
minutes before mice were killed. 
In another series of experiments, specific inhibitors of the ECE (CGS 35066 (α-[(S)-
(phosphonomethyl)amino]-3-dibenzofuranpropanoic acid); 0.1 mg/kg i.v.] (Tocris Bioscience, 
Bristol, UK) chymase (TY-51469; 20 mg/kg i.v.), or NEP (thiorphan; 2.5 mg/kg i.v.) 
(Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MI, USA) were administered to the mice 20 min prior the injection 
of Big-ET-1 or ET-1 (1-31) (1 nmol/kg). 
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9.2.3.7 Measurement of plasmatic immunoreactive-ET-1 (1-31) and immunoreactive-ET-1 
following Big-ET-1 administration in vivo 
WT and mMCP-4(-/-) mice were cannulated as described above. After a stabilization period, 
Big-ET-1 (1 nmol/kg) or ET-1 (1-31) (0.1 nmol/kg) was administered. A pre-treatment of WT 
mice with CGS 30566 (0.1 mg/kg, i.v.) was also performed 20 minutes prior to Big ET-1 
(1 nmol/kg) administration. After a 1-minute time lapse, blood was collected and plasma was 
prepared by centrifugation. 
The plasma samples were purified by HPLC as described above. As the concentrations are not 
high enough for direct HPLC detection, high concentration pure standards were used for each 
experiment to select the appropriate elution fractions for subsequent enzyme immunoassay (EIA) 
dosages. 
The collected fractions were then dried overnight in a vacuum concentrator and the measuring 
of immunoreactive (IR)-ET-1 and IR-ET-1 (1-31) was made using EIA kits from Immuno-
Biological Laboratories Co (Fujioka, Japan) according to the manufacturer’s instructions. 
 
9.2.3.8 Measurement of endogenous tissular IR-ET-1 
The lungs, heart, aorta and kidneys from WT and mMCP-4(-/-) mice were collected, 
homogenized, then purified on a DSC-18 solid phase extraction column (Supelco, Bellefonte, PA, 
USA) and eluted with acetonitrile. The IR-ET-1 was measured by EIA as described above. 
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9.2.3.9 Statistical analysis 
All data are presented as mean ± S.E.M. Statistical significance was reached when the value 
of P was below 0.05, and based on the Student’s t test performed with the GraphPad Instat 3.0 
software (GraphPad Software, La Jolla, CA). 
9.2.4 Results 
9.2.4.1 Expression of ET-1 generating enzymes in mMCP-4(-/-) mice 
We evaluated the mRNA levels of ECE-1a, neprilysin (NEP), mMCP-1 and CPA1 in the 
lungs, left cardiac ventricle, aorta and kidneys of WT and mMCP-4(-/-) mice by real-time reverse 
transcription-PCR (Supplemental Table 3 (Tableau 9)). The mRNA expression of ET-1 generating 
enzymes, ECE-1a and NEP, was not significantly different in mMCP-4(-/-) mice compared to their 
WT controls. The same was true for another mast cell protease with chymase activity, mMCP-1. 
In contrast, the mRNA expression of CPA1, a protease involved in ET-1 degradation, was elevated 
in mMCP-4(-/-) mice in the left cardiac ventricle (1.63 ± 0.17, p = 0.014) and the aorta 
(2.44 ± 0.37, p = 0.012), but not in the lungs (0.72 ± 0.66, p = 0.689) or the kidneys (1.27 ± 0.55, 
p = 0.644).  
9.2.4.2 Reduced chymase-like activity in mMCP-4(-/-) mice tissue homogenates. 
The chymase-like activity in soluble fractions of tissue homogenates derived from WT and 
mMCP-4(-/-) mice is shown in Fig. 1 (Figure 15). In all four organs tested, the basal chymase-like 
activity was significantly lower in the tissues of mMCP-4(-/-) mice than from their WT congeners. 
Moreover, the specific chymase inhibitor TY-51469 significantly reduced the chymase-like 
activity in WT mice down to the level of that found in corresponding samples from mMCP-4(-/-) 
mice, but had no effect on residual chymase-like activity in extracts from tissues of mMCP-4(-/-) 




Figure 15 : Figure 1, Article 1 
Figure 1: Chymase-like enzymatic activity in the soluble fraction of lung (A), left heart ventricle 
(B), aorta (C) and kidney (D) homogenates from WT or mMCP-4(-/-) mice, treated with either 
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9.2.4.3 Absence of in vitro conversion of Big-ET-1 to ET-1 (1-31) in mMCP-4(-/-) mice 
Figure 2 (Figure 16) shows a typical experiment of the in vitro conversion of Big-ET-1 to 
ET-1 (1-31) in soluble fractions from lung homogenates derived from WT (with either vehicle or 
TY-51469) and mMCP-4(-/-) mice. The result of the conversion was purified by HPLC, and the 
Big ET-1 and ET-1 (1-31) peaks were isolated and verified by MS. Figure 2 (Figure 16) shows 
that conversion of Big ET-1 to ET-1 (1-31) occurred in homogenates from WT lungs, but not 
homogenates treated with TY-51469 or from mMCP-4(-/-) mice. Supplemental Figure 3 (Figure 
24) shows the HPLC traces of these experiments. Similar results were obtained from the left 
cardiac ventricle, the aorta and the kidneys (unpublished data). 
Figure 3 (Figure 17) shows the HPLC quantification of the conversion in the lung, left heart 
ventricle, aorta and kidney homogenates. In soluble fractions from all 4 organs, conversion of Big-
ET-1 to ET-1 (1-31) occurred in tissues from WT mice but not in tissues from WT mice pretreated 
with TY-51469 or in tissues derived from mMCP-4(-/-) mice. Big-ET-1 levels were similar in all 
conditions tested, indicating that the non-specific degradation of Big-ET-1 in the soluble fraction 
of organs was not significantly affected by the absence of chymase activity in our experimental 
settings. 
 
9.2.4.4 No difference in basal hemodynamic parameters in WT and mMCP-4(-/-) mice 
Prior to drug injection, the basal hemodynamic parameters were monitored in all cannulated 
mice. There was no difference in mean arterial pressure or heart rate between anaesthetized WT 




Figure 16 : Figure 2, Article 1 
Figure 2: In vitro conversion of Big-ET-1 to ET-1 (1-31) in soluble fractions from lung 
homogenates, with HPLC-MS identification of conversion results from WT (A), WT with 
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Figure 17 : Figure 3, Article 1 
Figure 3: Quantification of the in vitro conversion of Big ET-1 to ET-1 (1–31) in homogenates 
from the lungs (A), left heart ventricle (B), aorta (C), and kidneys (D) from WT (treated with 
vehicle or TY-51469) or mMCP-4(-/-) mice using HPLC area under the curve arbitrary units (AU); 
n = 5. 
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that the mean arterial pressure was similar in both groups (103.2 ± 0.6 mmHg vs. 
108.7 ± 4.9 mmHg). The mean, systolic and diastolic arterial pressures, along with the arterial 
pulse pressure and the heart rate were similar in both groups and are reported in Supplemental 
Fig. 2 (Figure 23). 
 
9.2.4.5 Reduced potency of Big-ET-1 in mMCP-4(-/-) mice. 
We compared the in vivo dose-response curves for mean arterial pressure increase following 
the intravenous administration of Big-ET-1, ET-1 (1-31), or ET-1 in WT and mMCP-4(-/-) mice. 
ET-1 (1-31) and ET-1 elicited similar responses in WT and mMCP-4(-/-) mice at each dose used 
(Fig. 4, B and C (Figure 18)). However, at doses of 0.1, 0.5 and 1.0 nmol/kg, the pressor response 
to Big-ET-1 was significantly reduced in mMCP-4(-/-) mice when compared to WT mice 
(Fig. 4A (Figure 18)). 
 
9.2.4.6 The residual response to Big-ET-1 is insensitive to chymase and NEP inhibition in 
mMCP-4(-/-) mice 
Figure 5 (Figure 19) shows the increase of mean arterial pressure induced over time by 
Big-ET-1 or ET-1 (1-31) (1 nmol/kg) in WT and mMCP-4(-/-) mice following systemic 
administration of either vehicle, CGS 35066, TY-51469, or thiorphan. The chymase inhibition by 
TY-51469 (46%) and the NEP inhibition by thiorphan (35%) effectively blunted the response to 
Big-ET-1 in WT mice but were ineffective in mMCP-4(-/-) mice, whereas ECE inhibition by CGS 
35066 reduced the pressor response to Big ET-1 by 45% in WT mice and almost completely 
abolished the residual response to the precursor in mMCP-4(-/-) mice (75%). In contrast, 
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TY-51469 did not affect the response to to ET-1 (1-31) in WT or mMCP-4(-/-) mice, and thiorphan 
blocked the pressor response to ET-1 (1-31) in both types of mice. 
9.2.4.7 Reduced in vivo generation of IR-ET-1 (1-31) and IR-ET-1 in mMCP-4(-/-) mice after 
Big-ET-1 administration. 
Figure 6 (Figure 20) shows the increased plasma levels of IR-ET-1 and ET-1 (1-31) following 
intravenous administration of Big-ET-1 (1 nmol/kg) or ET-1 (1-31) (0.1 nmol/kg). Significantly 
lower levels of IR-ET-1 (1-31) were detected in plasma of mMCP-4(-/-) mice compared to their 
WT controls following Big-ET-1 administration (WT: 596.4 ± 37.7 fmol/ml, n = 5; mMCP-4(-/-): 
272.5 ± 68.0 fmol/ml, n = 6, P < 0.01). However, no difference in the plasma levels of ET-1 (1-31) 
was detected following administration of ET-1 (1-31) (WT: 329.9 ± 23.0 fmol/ml, n = 5; 
mMCP-4(-/-): 366.6 ± 36.1 fmol/ml, n = 4, P > 0.05). Furthermore, a reduction was also observed 
in the plasma levels of IR-ET-1 in mMCP-4(-/-) mice compared to their WT congeners 
(WT: 833.9 ± 91.8 fmol/ml, n =7; mMCP-4(-/-): 260.3 ± 94.0 fmol/ml, n = 6, P < 0.01). ECE 
inhibition reduced the plasma levels of IR-ET-1 by more than 40% in WT mice following Big 
ET-1 administration (without CGS 35066: 833.9 ± 91.9 fmol/ml; in presence of CGS 35066: 
434.5 ± 46.5 fmol/ml, P < 0.05, n = 5–7 experiments) but not in mMCP-4(-/-) mice 
(468.8 ± 73.9 fmol/ml, n = 6).  
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Figure 4: Maximal variation in mean 
arterial pressure (ΔMAP) following the 
i.v. administration of (A) Big-ET-1, (B) 
ET-1 (1-31) and (C) ET-1 in WT and 
mMCP-4(-/-) mice. *: p < 0.05, 
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Figure 18 : Figure 4, Article 1 
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Figure 19 : Figure 5, Article 1 
Figure 5: Time course of the variation of the mean arterial pressure (ΔMAP) in response to i.v. 
administration of Big ET-1 (1 nmol/kg) ((A: WT mice; (B): mMCP-4(-/-) mice) or ET-1 (1-31) 
(1 nmol/kg) ((C): WT mice; (D): mMCP-4(-/-) mice) in mice pre-treated with either a chymase 
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9.2.4.8 Reduced endogenous IR-ET-1 levels in the lungs of mMCP-4(-/-) mice 
Finally, Fig. 7 (Figure 21) shows tissue IR-ET-1 levels in soluble fractions derived from lungs, 
left cardiac ventricle, aorta and kidneys of WT or mMCP-4(-/-) mice. No significant differences 
in endogenous IR-ET-1 levels were observed in the left cardiac ventricle (WT: 0.36 ± 0.09 pg/mg, 
n = 6; mMCP-4(-/-): 0.40 ± 0.11 pg/mg, n = 6, P > 0.05), the aorta (WT: 0.86 ± 0.15 pg/mg, n = 6; 
mMCP-4(-/-): 0.81 ± 0.23 pg/mg, n = 6, P > 0.05) or the kidneys (WT: 0.019 ± 0.004 pg/mg, n = 7; 
mMCP-4(-/-): 0.021 ± 0.004 pg/mg, n = 7, P > 0.05). However, significant reductions in IR-ET-1 
levels were observed in lungs of mMCP-4(-/-) mice when compared to lungs from WT controls 
(WT: 2.54 ± 0.26 pg/mg, n = 6; mMCP-4(-/-): 1.49 ± 0.18 pg/mg, n = 6, P < 0.01). Furthermore, 
no significant difference was detected in baseline plasma IR-ET-1 levels between WT and 
mMCP-4(-/-) mice (5.2 ± 0.7, n = 7 vs. 6.8 ± 1.8, n = 8). 
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Figure 6: In vivo conversion of Big-ET-1 into 
ET-1 (1-31) and ET-1 in WT and 
mMCP-4(-/-) mice. Quantification of the 
plasma levels of immunoreactive 
endothelin-1 (1-31) (A) and IR-ET-1 (C), 
after the intravenous administration of 
Big-ET-1 1.0 nmol/kg. In (B), the plasma 
levels of IR-ET-1 (1-31) were determined 
following the i.v. administration of ET-1 
(1-31) (0.1 nmol/kg). *: p < 0.05, 
















































































Figure 20 : Figure 6, Article 1 
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Figure 21 : Figure 7, Article 1 
 
Figure 7: Endogenous tissue levels of IR-ET-1 in the lungs, left cardiac ventricle, the aorta and the 


























The present study demonstrates a pivotal role for mMCP-4 in the pressor properties of 
Big-ET-1, in the conversion of the latter to the intermediate peptide ET-1 (1-31) in vitro and in 
vivo as well as in the pulmonary production of endogenous ET-1.  
  These results suggest that in addition to the endogenous ECE (McMahon et al., 1991), 
mouse mast cell chymase (mMCP-4) significantly contributes to the overall production of the 
potent pressor peptide ET-1 in the mouse model. mMCP-4(-/-) mice, when compared to WT 
controls, show a 50% reduction in the pressor response, as well as a marked decrease in plasma 
levels of both ET-1 (1-31) and ET-1, following systemic Big-ET-1 administration. Yet, in 
accordance with Groschwitz and colleagues (2009), we show that the basal blood pressure does 
not differ between conscious WT and mMCP-4(-/-) mice. Accordingly, the baseline plasmatic 
ET-1 levels did not vary between WT and mMCP-4(-/-) mice. In addition, the specific inhibition 
of chymase (with TY-51469) and of NEP 24.11 (with thiorphan), blunted the pressor response to 
Big-ET-1 in WT mice but did not affect the residual response in mMCP-4(-/-) mice. Specific ECE 
inhibition with CGS 35066 reduced the pressor response to Big ET-1 in a similar fashion in both 
groups and further inhibited the residual response to the 38 amino acid precursor in mMCP-4(-/-) 
mice, whereas both groups responded equally to ET-1 (1–31) administration. Our group previously 
showed the dual contribution of both chymase and NEP in the in vivo conversion of Big-ET-1 to 
ET-1 in WT mice (Simard et al., 2009). 
In the present study we also demonstrate for the first time that the genetic interruption of the 
mMCP-4 gene is sufficient to reduce the dynamic production of ET-1 (1-31) and ET-1 following 
systemic administration of Big-ET-1 and that ECE specific blockade reduced the plasma level 
increase of ET-1 by 50% in WT mice but could not further reduce ET-1 levels in mMCP-4(-/-) 
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mice. These results are concordant with previously reported data from our laboratory showing that 
a specific chymase inhibitor, Suc-Val-Pro-PheP(OPh)2, inhibited by over 60% of Big ET-1 and 
reduced the plasma level increases of ET-1 by close to 90% in WT mice in vivo (Simard et al., 
2009). Although this does not prove conclusively of a more important role of chymase versus ECE 
in ET-1 biosynthesis, because plasma ET-1 is mostly a spillover from endothelial basolateral 
metabolism, it still highlights an important role for chymase in the processing of Big ET-1 in the 
mouse model. One cannot exclude, in addition, adaptation mechanisms afforded by the genetic 
deletion of the mMCP-4 gene in the mouse model. 
Pharmacological inhibition of chymase in WT mice with systemically administered Suc-Val-
Pro-PheP(OPh)2 or in the present study with TY-51469, or via the genetic deletion of mMCP-4, 
reduced the pressor responses to Big ET-1 to the same extent. In addition, we also show that the 
genetic deletion of mMCP-4 reduced the increase of plasmatic ET-1 (1-31) by more than 60% 
after the systemic administration of Big ET-1. We therefore suggest that the residual ET-1 (1-31) 
plasma concentrations measured in mMCP-4(-/-) mice following Big-ET-1 administration 
represents a spillover produced by other enzymes with no currently identified significance in the 
overall cardiovascular effects of Big-ET-1 in the mouse in vivo. For example, matrix 
metalloproteinase-2 (MMP-2) can also cleave Big-ET-1 to generate ET-1 (1-32) (Fernandez-
Patron et al., 1999). Whether the MMP-2-generated ET-1 (1-32) requires further C-terminal amino 
acid hydrolysis to elicit pharmacological effects remains to be investigated. Thus, pathways other 
than mMCP-4 may be involved in ET-1 (1-31) generation in vivo, but it is yet to be defined whether 
they have any significant role in the endothelin system in the mouse under normal conditions. 
In addition, an HPLC/MALDI-MS approach demonstrated that the soluble fraction of either 
lung, cardiac, aortic or renal tissue extracts derived from mMCP-4(-/-) mice do not have, in 
 132 
contrast to those from WT mice, the capacity to generate ET-1 (1-31) from Big-ET-1. It is also of 
interest that in this series of experiments, the specific chymase inhibitor TY-51469 (Koide et al., 
2003; Palaniyandi et al., 2007) abolished the ET-1 (1-31) producing capacity of soluble fractions 
of several organs (lungs, left cardiac ventricle, aorta, kidney) derived from WT mice. These data 
strongly argue in favour of a pivotal role for mMCP-4 in the in vitro production of ET-1 (1-31) in 
the lungs, left cardiac ventricle, aorta and kidney, all organs with significant ET-1 and chymase 
activity (Thorin and Clozel, 2010; Takai et al., 2011). Noteworthy, no conversion to mature ET-1 
was detected by either HPLC or MALDI-MS in any of the samples tested. This lack of processing 
of either Big-ET-1 or ET-1 (1-31) to ET-1 in these experimental settings can be explained by the 
fact that both ECE and NEP, unlike mMCP-4, are membrane bound entities (McMahon et al., 
1991) and therefore should be found in insignificant quantities in soluble fractions. The loss of 
Big-ET-1 conversion capacity of soluble extracts from vascular and non-vascular tissues of 
mMCP-4(-/-) mice is correlated with the absence of chymase inhibitor sensitive hydrolysis of the 
fluorogenic substrate Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC, in the same preparations. We have previously 
shown that soluble extracts from aorta, left ventricle and lungs of WT mice hydrolyze the 
fluorogenic peptide via a chymase-sensitive but not an ECE sensitive pathway (McMahon et al., 
1991; Simard et al., 2009).  
Finally, the total pulmonary content of endogenous ET-1 is markedly reduced in mMCP-4(-/-) 
mice when compared to WT controls. It is well established that the pulmonary system accounts 
for 40% of all vascular endothelial cells, which are the main source of vascular ET-1 (Milnor, 
1989). We therefore suggest that, in the NEP-rich pulmonary system (Baraniuk et al., 1995), 
mMCP-4-dependent synthesis of ET-1 accounts for a significant part of the overall endothelin 
production in the mouse. This particular state of events may explain the relative discrepancy of 
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these results with the mMCP-4-to-ECE mRNA ratio between the lungs, heart, and aorta, where 
our previous study showed a smaller mMCP-4-to-ECE ratio in the lungs compared with the heart 
and the aorta (Simard et al., 2009). 
In agreement with Yanagisawa et al. (2000), who suggested that proteases other than ECE 
may account for the genesis of ET-1 in the mouse, our data advocates for a pivotal contribution of 
the mMCP-4 in the non-ECE dependent tissue production of ET-1 in the murine model. Our data 
are also in line with the finding that chymostatin is more efficient than phosphoramidon in blocking 
the extracellular conversion of Big-ET-1 to ET-1 in perfused rat lung (Wypij et al., 1992). As such, 
the pharmacological inhibition of chymase might provide an interesting alternative to ECE 
inhibitors and ET receptors antagonists. It would also have the added beneficial effects of 
inhibiting both ET-1 and angiotensin-II production directly at mast cell-infiltrated sites. Recent 
studies show the beneficial impact of chymase inhibitors, or the genetic deletion of mMCP-4, in a 
large number of biological systems, such as the vasculature, heart, lungs and the kidneys 
(Montanari et al., 2003; Davenport and Maguire, 2006; Paul et al., 2006). ET-1 and Ang-II can 
also induce the expression of fibrogenic factors such as transforming growth factor-β (Leask, 
2010) and MMP-9 (Rouet-Benzineb et al., 2000; Ergul et al., 2003), which are themselves 
enzymatically activated by chymase (Takai et al., 2010). ET-1 can itself induce mast cell 
degranulation, thereby releasing chymase in the interstitium in a positive feedback loop (Walsh et 
al., 2009). Hence, chymase inhibition could have a tremendous effect on the ET-1 and Ang-II 
systems and their activities. 
In vitro studies show that human chymase cleaves Big ET-1 to ET-1 (1-31) (HANSON et al., 
1997, NAKANO et al., 1997) but there are no data regarding the relevance of chymase-dependent 
synthesis of ET-1 in humans. However, recent studies show the beneficial impact of chymase 
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inhibitors, or the genetic deletion of mMCP-4, in a number of animal models of disease (Jin et al., 
2003; Takai et al., 2003; Tsunemi et al., 2004; Sun et al., 2009; Pejler et al., 2010). Finally, it is of 
interest that, unlike the genetic deletion of the ECE (Yanagisawa et al., 2000), that of the mMCP-4 
gene is not as deleterious as mMCP-4(-/-) mice breed and develop normally, with only small 
intestinal anomalies (Tchougounova et al., 2003; Groschwitz et al., 2009). 
In conclusion, our study demonstrates that the serine protease mMCP-4 is importantly 
involved in the conversion and thus biological activity of Big-ET-1 in the mouse. In cardiovascular 
diseases, in which inflammatory processes and mast cell degranulation occur, chymase inhibitors 
may ultimately lead to the reduction of intramural production of not only angiotensin-II but of 
endothelin-1 as well and thus reduce many of the downstream pathological consequences. 
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Tableau 7 : Tableau supplémentaire 1, Article 1 
 
Supplementary Table 1: Primers for the genotyping of mMCP-4(-/-) mice.  
mMCP4 F 5’ – CAA GGT CCA ACT AAC TCC CTT TGT GCT CC– 3’ WT Forward
mMCP4 R 5’ – GGT GAT CTC CAG ATG GGC CAT GTA AGG GCG – 3’ WT Reverse 900






Tableau 8 : Tableau supplémentaire 2, Article 1 
 
Supplementary Table 2: Primers used for the quantitative RT-PCR. The accession number and the 





Accession number Gene bank identification Primers
Amplicon 
length (bp)
Forward 5'-GGG AAA TCG TGC GTG ACA TCA AAG-3'
Reverse 5'-CAT ACC CAA GAA GGA AGG CTG GAA-3'
Forward 5'-GAG ACG GTG TGC TAA CTA CG-3'
Reverse 5'-ATC CAT CCA AGT AAG GTC ATC C-3'
Forward 5'-GCG GGG TTC CTT CTT CCT GGG GAA-3'
Reverse 5'-CTG CAG GGA AGA AGC CAG GAG GGG-3'
Forward 5'-TGG ACA GCT GGC TGG GGG AA-3'
Reverse 5'-GGG CCA CAC CAG CAC ACA GA-3'
Forward 5'-CAG GAA CCC ACC CTC ACG GC-3'










Mus musculus mast cell 
protease 1
208
ACTIN NM_007393.3 Mus musculus actin, beta 191
NEP NM_008604.3





Figure 22 : Figure Supplémentaire 1, Article 1 
Supplementary Figure 1: Genotyping of WT and mMCP-4(-/-) mice for the mMCP-4 gene. The 
top row indicates from which genotype the samples tested come from (MPM stands for the ladder). 
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Tableau 9 : Tableau Supplémentaire 3, Article 1 
 
Supplementary Table 3: Quantification of the Neutral Endopeptidase 24.11 (NEP), Endothelin-
Converting-Enzyme-1a (ECE-1a), mouse Mast Cell Protease 1 (mMCP-1) and Carboxypeptidase 
A1 (CPA) mRNA levels by RT-qPCR in the lungs, left cardiac ventricle, aorta and kidneys. Versus 
their WT congeners, no changes were detected in the expression of the endothelin-1 generating 
enzymes NEP and ECE-1a in the organs of mMCP-4(-/-) mice. No changes were detected either 
for another mouse -chymase, mMCP-1. However, a statistically significant increase in the mRNA 
expression in mMCP-4(-/-) mice in another mast cell protease, CPA, which is responsible for the 





Figure 23 : Figure Supplémentaire 2, Article 1 
Supplementary Figure 2: Basal hemodynamic parameters from conscious, free-moving WT and 
mMCP-4(-/-) mice. MAP: mean arterial pressure, SAP: systolic arterial pressure, DAP: diastolic 
arterial pressure, PP: pulse pressure, HR: heart rate. n = 9-10.  




































Figure 24 : Figure Supplémentaire 3, Article 1 
Supplementary Figure 3: HPLC traces of the in vitro conversion of Big-ET-1 into ET-1 (1-31) in 
the soluble extracts from the lungs of WT (A) and mMCP-4(-/-) mice (C). In (B), the samples were 
treated with the chymase inhibitor TY-51469. The traces are representative of n = 5. They are also 
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9.3.2 Supplementary Methods 
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9.3.2.1 DNA extraction and genotyping 
The end tip of the tail of WT and mMCP-4 KO mice was collected and the DNA was isolated 
and purified using the E.Z.N.A Tissue DNA Kit (Omega Bio-Tek Inc, Norcross, GA, USA) 
according to the manufacturer’s instructions. The genotype of the mice was then confirmed by 
PCR using increasing annealing temperatures in the following protocol: 2 min at 94°C, followed 
by 40 cycles of denaturation for 2 min at 94°C, annealing for 2 min 30 sec at 61 °C (+ 0.2 °C for 
each cycle), and extension for 6 min at 72°C, ending with a final 10 min at 72°C. The PCR 
contained 0.4 mM of dNTPs (Fermentas Canada Inc, Burlington, ON, Canada), 04 mM of MgCl2, 
1 µM of each primer, 4 µl of the isolated DNA and 0.04 U/µl of recombinant Taq DNA polymerase 
(Life Technologies Inc, Grand Island, NY, USA). The primers used are presented in Table S1. 
 
9.3.2.2 RNA extraction and RT-qPCR 
Pulmonary, cardiac, aortic and renal tissues from C57BL/6J and mMCP-4 KO mice were 
homogenized using a tissue dispersing apparatus ULTRA-TURRAX T8 (IKA Works, Wilmington, 
NC). The purification of total RNA was carried out on RNeasy columns for fibrous tissues 
(Quiagen, Toronto, ON). The protocol was performed as recommended by the manufacturer except 
for DNAse treatment. DNASE I 20 U/ml (Omega Bio-Tek, Norcross, GA) was applied directly on 
RNeasy spin column membranes, and placed on the benchtop for 30 min. 1 μg of RNA were 
reverse transcribed using 200 U of SuperScript III in addition of oligo(dT)
12-18
 primer (Invitrogen, 
Burlington, ON) at 42 °C for 60 min. Each PCR contained 2 μl (∼100 ng) of cDNA and 300 nM 
primers in 25 μl of reactive mixture with 12.5 μl of Perfecta SYBR Green SuperMix, low ROX 
(Quanta Biosciences, Gaithersburg, MD). Quantitative PCR for actin, ECE-1a, NEP, mMCP-1, 
carboxypeptidase-A1 was performed by monitoring in real time, measuring the fluorescence 
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increase of SYBR Green (Perfecta SYBR Green SuperMix, low ROX (Quanta Biosciences, 
Gaithersburg, MD, USA) using the MX3000P Multiplex Quantitative PCR System (Stratagene). 
Levels of actin were constant between organs of WT and mMCP4 KO mice and used as internal 
controls for normalisation. The cycle profile was: 2 min at 95°C, followed by 40 cycles of 
denaturation for 30 s at 95°C, annealing for 1 min at 60°C, and extension for 30 s at 72°C. The 
primers used are detailed in Table S2. 
The mean of the cycle threshold values (CT) was used for subsequent analysis. Data were 
analyzed according to fold changes for relative quantification. CT values of candidate mRNAs 
were normalized by subtracting the Ct of reference gene. The resulting ΔCT values provided 
relative gene expression levels for each sample. A calibrator sample was defined by calculating a 
CT (i.e. arithmetic mean of control group CT) and was normalized by the selected combination of 
control genes to obtain the ΔCTcalibrator.  
Finally, ΔΔCT values were calculated (Ct T target – Ct actin) mMCP4 KO - (Ct target-Ct 
actin) WT and converted into fold changes from WT to mMCP-4 KO using the 2−ΔΔCT method. 
 
9.3.2.3 Hemodynamic recording in vivo 
Anaesthetized WT and mMCP-4(-/-) mice were cannulated via the left jugular vein (for 
substance intra-venous (i.v.) administration) and the right carotid artery (for hemodynamic 
recording and blood sampling) with a polyethylene catheter, gauge 10. 
The right carotid artery catheter was then connected to a Blood Pressure Analyzer 200A 
(Micro-Med, Tustin, CA) for mean arterial pressure measurements. The mice were allowed a 
15 min stabilization period before the intra-venous injection of either Big-ET-1, ET-1 (1-31) or 
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ET-1 (Peptide Institute, Osaka, Japan) with doses ranging from 0.001 nmol/kg to 10 nmol/kg. Data 
was then collected for 20 min before the mice were sacrificed. 
In another series of experiments, the specific ECE inhibitor CGS 35066 (0.1 mg/kg i.v.), the 
specific chymase inhibitor TY-51469 (40 mg/kg i.v.) (Toa Eiyo, Osaka, Japan) or the specific NEP 
inhibitor thiorphan (3 mg/kg i.v.) (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MI, USA) were administered to 
the mice 20 min prior the injection of Big-ET-1 or ET-1 (1-31) (1 nmol/kg), after the stabilization 
period. 
 
9.3.2.4 Hemodynamic recording in conscious mice 
Telemetry probes were opened 24 hours and offset recorded before use. The mice were 
anaesthetized with ketamine/xylazine (87/13 mg/kg, i.m). A buprenorphine protocol of 0.1 mg/kg 
at every 9 h for 24 h post-operation was conducted to control surgical pain. A skin incision of 
about 15-25 mm was done along the shaved and disinfected ventral neck area and the common left 
carotid artery was isolated and ligated to stop blood circulation toward the head. Blood circulation 
from the heart was temporary occluded and the catheter-tipped transmitter (TA11PA-C20, Data 
Science International, St-Paul, MN) was inserted into the artery through a little incision to be 
positioned in the aortic arch. The catheter was then secured with a thread, the transmitter placed 
subcutaneously along the right flank of the mouse through a pocket made with blunt scissors and 
the incision was sutured with absorbable thread. The whole procedure was performed under sterile 
conditions and the animals were kept under a warm lamp until full recovery from anaesthesia. A 
minimum of ten days recovery period was allowed before recording of data and the beginning of 
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either normal or high salt diets. After each experimentation period and euthanasia of the mice, the 
location of the catheter tip into the aortic arch was validated by autopsy. 
 
9.3.2.5 Specific chymotrypsin-like activity in vitro 
Male WT and mMCP-4(-/-) mice were sacrificed and the lungs, left cardiac ventricle, aorta 
and kidneys were taken and frozen at -80 0C. On the day of the experiment, the organs were 
homogenized in a potassium phosphate buffer (0.25 g/l, pH 8.0, 4 ᴼC) with a tissue grinder. The 
homogenates were then centrifuged (14 000 g, 20 minutes, 4 ᴼC) and the supernatants were 
collected for use in the assay. Using the non-fluorescent substrate Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amino-
4-methylcoumarin (AMC) (Peptide Institute, Osaka, Japan) at 10 µM, their AMC-forming activity 
(fluorescence), as chymotrypsin-like activity, was then measured. Some experiments were 
performed with pre-treatment of the soluble extracts with a specific chymase inhibitor, TY-41569 
(10 µM). The chymase-like activity of the homogenates was measured for 1 hour at 37 ᴼC with a 
fluorescence spectrophotometer (ex: 370 nm; em: 460 nm) (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). 
 
9.3.2.6 In vitro conversion of Big-ET-1 to ET-1 (1-31) 
Soluble fractions from the lungs, left cardiac ventricle, aorta and kidneys were collected from 
WT and mMCP-4 KO mice as described above. 
The soluble fractions were incubated with Big-ET-1 7.5 µM at 37 °C for 20 min, either with 
vehicle or TY-51469 10 µM, after which they were diluted in a PBS-acetonitrile (80:20) solution 
and filtered through a 30K Amicon centrifugal filter unit (Millipore Corporation, Billireca, MA, 
USA). The filtrate was collected and purified by reverse phase HPLC (1100 series) with a Zorbax 
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C-18 analytical column (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). The flow was 1 ml/min, the 
buffer was trifluoroacetic acid (0.1 %), the acetonitrile gradient from 28 % to 40 % over 35 min. 
Quantification was performed with absorbance at a wavelength of 214 nm and 30 sec fractions at 
the Big-ET-1 and ET-1 (1-31) peak times were collected for MALDI mass spectrometry. The 
MALDI-TOF was performed on a ProteinChip SELDI system (Bio-Rad Laboratories Inc, 
Mississauga, ON, Canada) using a gold plate as support and -cyano-4-hydroxycinnamic acid 
(Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) as the matrix. 
 
9.3.2.7 Measurement of plasmatic IR-ET-1 (1-31) and IR-ET-1 following Big-ET-1 
administration in vivo 
WT and mMCP-4(-/-) mice were cannulated as described above. After the stabilization period, 
Big-ET-1 (1 nmol/kg) or ET-1 (1-31) (0.1 nmol/kg) was administered. After a 1 min time lapse, 
100 µl of blood was collected in 10 µl sodium citrate 3.5 %. Plasma was prepared by centrifugation 
for 1 min at 20 000 g, after which 50 µl of plasma was collected then frozen at -80 ᴼC until further 
use. 
On the day of the extraction, the plasma samples were thawed and purified by HPLC as 
described above. As the concentrations are not high enough for direct HPLC detection, high 
concentration pure standards were used for each experiment to select the right fractions for dosage. 
The collected fractions were then dried overnight and the measuring of immunoreactive-ET-1 
(IR-ET-1) and IR-ET-1 (1-31) was made using EIA kits from Immuno-Biological Laboratories Co 
(Fujioka, Japan) according to the manufacturer’s instructions, with the following modification: 
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plasma from untreated mice was diluted in the EIA buffer (1:32) prior to use to help sample 
dissolution. 
 
9.3.2.8 Measurement of endogenous tissular IR-ET-1 
The lungs, heart, aorta and kidneys from WT and mMCP-4(-/-) mice were collected and frozen 
at -80 °C until further use. On day of measurement, the samples were thawed homogenized in a 
chloroforme-methanol solution (1:4), then centrifuged at 2500 g. The aqueous phase was then 
collected, acidified with three volumes of TFA 0.2%. The samples were then purified on a DSC-18 
solid phase extraction column (Supelco, Bellefonte, PA, USA) and eluted with 60 % ACN-0.1 % 
TFA. The resulting samples were then dried overnight and the IR-ET-1 was measured by EIA as 
described above with the lungs diluted 25X compared to other tissues. 
  
 157 
10 ARTICLE 2 
 
ENDOTHELIN RECEPTOR ANTAGONIST MACITENTAN AND DELETION OF MOUSE 
MAST CELL PROTEASE 4 SLOW LESION DEVELOPMENT IN ATHEROSCLEROTIC 
MICE 
 
Martin Houde, Louisane Desbiens, Adel Schwertani, Gunnar Pejler, Marc Iglarz, Pedro 
D’Orléans-Juste 
 
Life Sciences, 2016, Volume 159, Pages 71-5. http://dx.doi.org/10.1016/j.lfs.2016.03.018 
 
Avant-propos : J’ai participé à l’élaboration des colonies de souris et effectué toutes les 
manipulations, ainsi que toutes les analyses, présentes dans l’article. J’ai aussi participé à 
l’élaboration du projet, écrit le premier jet et colligé toutes les éditions de l’article au complet. La 
version du présent manuscrit est différente de celle publiée, afin de prendre en compte les 
commentaires des évaluateurs de cette thèse. De plus, la numérotation des sections est celle de la 
thèse et non celle du manuscrit. Enfin, la numérotation des figures et tableaux de la thèse a été 
ajoutée entre parenthèses suite à leur référence dans le texte. 
La reproduction de l’article est effectuée avec la permission de Elsevier. 
 
 158 
10.1 Résumé en français 
Buts : Déterminer l’impact d’un antagoniste mixte des récepteurs à l’endothéline et de la protéase 
mastocytaire de souris 4 (mMCP-4) dans le développement de l’athérosclérose chez ce rongeur. 
Matériels et Méthodes : Des souris déficientes pour l’apolipoprotéine E (ApoE KO) ont été 
croisées avec des souris déficientes pour la mMCP-4 afin de générer des souris ApoE/mMCP-4 
double KO (dKO). L’athérosclérose a été induite avec une diète normale ou riche en gras pour 12, 
27 ou 52 semaines. Le macitentan (30 mg/kg/jour), un antagoniste mixte des récepteurs ETA et 
ETB, a été administré oralement pendant 6 semaines (protocole de 27 semaines). Lors du sacrifice, 
l’aorte et l’ABC ont été prélevées. Le marquage en face au Sudan IV a été réalisé sur les aortes et 
des sections de l’ABC ont été assujetties au marquage avec le Masson trichrome et un anticorps 
contre l’actine de muscle lisse α. 
Résultats clés : Sous diète normale, autant le traitement au macitentan que l’absence de la mMCP-4 
ont réduit le développement des lésions athérosclérotiques aortiques dans les souris ApoE KO de 
27 semaines, mais la délétion de la mMCP-4 n’a pas pu maintenir cet effet dans les souris de 52 
semaines. Sous diète riche en gras, le macitentan, mais pas l’absence de la mMCP-4, a réduit le 
développement des lésions aortiques dans les souris ApoE KO. Sur les lésions de l’ABC des souris 
de 27 semaines sur diète riche en gras, le macitentan a eu un impact restreint alors que la délétion 
de la mMCP-4 a entraîné une amélioration des caractériques de stabilité de la plaque.  
Signification : Ces résultats suggèrent que l’inhibition de la mMCP-4 réduit l’étalement des lésions 
dans les phases précoces du développement de l’athérosclérose et peut aussi stabiliser la plaque 
plus avancée. Le traitement au macitentan a été plus efficace pour prévenir l’étalement des lésions 
mais n’a pas amélioré les paramètres de la lésion aussi efficacement.  
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10.2.1 ABSTRACT 
Aims: To determine the impact of mixed endothelin receptor antagonist and mouse mast cell 
protease-4 (mMCP-4) in the development of atherosclerosis in the mouse model. 
Materials and methods: Apolipoprotein E (ApoE) KO mice were crossed with mMCP-4 KO mice 
to generate ApoE/mMCP-4 double KO mice. Atherosclerosis was induced with a normal- or high-
fat diet for 12, 27 or 52 weeks. Macitentan (30 mg/kg/day), a dual ETA/ETB receptor antagonist, 
was given orally for 6 weeks (27 week protocol). At sacrifice, aortas and brachiocephalic arteries 
(BCA) were collected. En face Sudan IV staining was performed on aortas and BCA sections were 
subjected to Masson’s trichrome stain and α-smooth muscle actin labeling. 
Key findings: Under normal diet, both macitentan treatment and the absence of mMCP-4 reduced 
the development of aortic atherosclerotic lesions in 27-week old ApoE KO mice, but mMCP-4 
deletion failed to maintain this effect on 52-week old mice. Under high-fat diet, macitentan, but 
not the absence of mMCP-4, reduced aortic lesion development in ApoE KO mice. On BCA 
lesions of 27-week old mice on high-fat diet, macitentan treatment had a small impact while 
mMCP-4 deletion showed improved features of plaque stability. 
Significance: These results suggest that the inhibition of mMCP-4 reduces lesion spreading in the 
earlier phases of atherosclerosis development and can help stabilise the more advanced plaque. 
Macitentan treatment was more effective to prevent lesion spreading but did not improve plaque 
features to the same extent. 




Atherosclerosis is a major factor in the development of cardiovascular complications, from 
cardiac disease to stroke. It is characterized by the inflammatory accumulation of oxidised 
lipoproteins in the intima of large vessels, forming lesions populated with lipid-laden 
macrophages, lipid deposits, and matrix-secreting smooth muscle cells. These lesions develop 
asymptomatically over decades before serious complications occur, which can be through rupture 
of the lesion’s fibrous cap and leakage of the pro-thrombotic content in the circulation. 
Endothelin-1 (ET-1) is a 21 amino acid peptide that has been implicated in the development 
of the atherosclerotic plaque. It can be derived from its 38-residue precursor, Big ET-1, in two 
ways: through endothelin-converting enzyme or the two-step process of chymase (to produce the 
inactive ET-1 (1-31)) and neprilysin [1, 2]. It is a highly potent vasoconstrictor and inducer of 
vascular oxidative stress, vascular smooth muscle cell proliferation and secretory activity. In the 
vasculature, both its receptors contract the vascular smooth muscle (VSM) with very high potency, 
with the ETA receptor being the predominant isoform. The ETB receptor is also present on the 
endothelium where it can counteract the VSM action as an inducer of endothelium-derived 
relaxing factors (EDRFs) such as nitric oxide and prostacyclin. The ETB receptor is upregulated in 
VSM cells in atherosclerosis, and it is also present on plaque macrophages, thus participating in 
the inflammation processes of the lesion [3]. 
Chymase is a mast cell chymotrypsin-like serine protease that has a wide variety of substrates. 
It can degrade high-density lipoproteins [4, 5], extracellular matrix proteins such as fibronectin [6] 
and can activate matrix metalloproteinases-2 and -9 [7] and signalling proteins such as 
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transforming growth factor-α, thrombin, angiotensin-II and ET-1 [2, 8, 9]. In the murine model, 
the mouse mast cell protease-4 (mMCP-4) is the closest relative to human chymase, and 
importantly it does not break down Ang-II like most rodent α-chymases [8]. 
While the role of mast cells in atherosclerosis has been investigated [10], the effect of 
mMCP-4 selective inhibition remained to be explored. Inoue and colleagues have shown that 
chymase inhibition reduces abdominal aortic formation in an Ang-II infusion atherosclerotic 
model [11]. Bot and colleagues showed reduced plaque progression in ApoE KO mice with 
chymase inhibitor treatment. They also showed that chymase inhibition improves plaque stability 
when mice underwent mast cell activation [12]. However, these studies used chymase inhibitors 
that are not selective for mMCP-4, as they can inhibit other mast cell proteases with chymase-like 
activity (such as mMCP-1 or cathepsin G).  
Few studies have examined the effect of ET receptor antagonists in the treatment of 
atherosclerosis. The ET-1 system is upregulated in the atherosclerotic lesion. The ET-1 and ECE-1 
gene expression is increased, leading to higher Big ET-1, ET-1 and ECE levels in the lesion [3]. 
Interestingly, ET-1 (1-31) is also increased in the atheromas of atherosclerotic hamsters [13], 
which may be in concordance with increased chymase expression in lesions [14]. In clinical trial 
settings, the ETA selective blocker atrasentan reduced plaque formation in early atherosclerosis 
[15] and the selective ETA antagonist BQ-123, alone or combined with ETB antagonist BQ-788, 
improved endothelial function in atherosclerotic patients [16, 17]. Macitentan is a tissue-targeting 
orally available mixed ETA/ETB antagonist with a highly lipophilic profile [18], which can 
arguably help it target lipid-rich lesions. To our knowledge, this drug, indicated for pulmonary 
arterial hypertension [19], has never been studied in atherosclerotic settings. 
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Therefore, our aim was to determine the impact of either macitentan or the selective absence 
of mMCP-4, in the ApoE KO atherosclerotic mouse model. 
 
10.2.3 MATERIALS AND METHODS 
 
10.2.3.1 Animals 
Apolipoprotein E knock-out (ApoE KO) genitor mice on the C57Bl/6J background [20] were 
purchased from Jackson Mice (Bar Harbor, ME, USA) and bred in our facilities. Mouse mast cell 
protease-4 knock-out mice (mMCP-4 KO) [6], on the same background, were bred in our facilities. 
ApoE/mMCP-4 double KO (dKO) mice were generated by crossing both genotypes in our animal 
care unit. All animals were housed under controlled temperature 22 °C and humidity with a 12 
hour light-dark cycle (6h00-18h00), with food and water ad libitum. All protocols were approved 
by the Animal Protection Institutional Committee of the Université de Sherbrooke and complied 
with Canadian Council on Animal Care guidelines. 
 
10.2.3.2 Study design 
As shown in figure 1, male ApoE KO and ApoE/mMCP-4 dKO mice randomized on three 
protocols: 12, 27 or 52 weeks. Mice on the 12- and 27-week protocols received normal chow diet 
(ND) or high-fat, high-cholesterol diet (Teklad Western diet (WD), TD.88137, Envigo, 
Indianapolis, IN, USA). 27-week ApoE KO mice were also randomised between vehicle (PBS) or 
macitentan oral treatment (30 mg/kg/day) for their last 6 weeks. Mice on the 52 week protocol 
were all fed the ND without treatment. 
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Mice were all weaned at 3 weeks from ND-fed genitors. As shown on figure 1 (Figure 25), 
12 week mice were switched from ND to WD at 6 weeks. For their part, WD mice on the 27 week 
protocol were switched to WD at 10 weeks. They were then afforded 10 weeks on WD, after which 
they were trained to eat the treatment jelly with vehicle for 1 week, followed by either PBS or 
macitentan for the last 6 weeks. 
Macitentan was suspended in a mix of polysorbate 80 and methylcellulose cp15 (0.05 % each 
in water). This mix was solidified in a jelly of 20 % sucralose and 14 % gelatin with added artificial 
fruit flavour (banana). Before the first training day, the individually caged mice were deprived of 
food overnight, then the vehicle-containing jelly was placed in their cage and food was provided 
after they ate the jelly. The procedure was repeated (without food deprivation) every day in the 
morning (i.e. a once-a-day voluntary oral administration). After a week, mice destined for the 
macitentan group were switched to treatment. The jelly colour changed from transparent yellow 
to opaque white, but this did not modify compliance for the treatment. 
24 hours after the last dose of macitentan, the mice were anaesthetised with ketamine/xylazine 
(87/13 mg/kg, intra-muscular). The mice were sacrificed by right ventricular blood collection and 
then perfused through the left ventricle first with saline then with phosphate-buffered formalin. 
The aorta, from the heart to the iliac arteries as well as the complete brachiocephalic artery (BCA), 






Figure 25 : Figure 1, Article 2 
 
Figure 1: Study Timeline.  
ApoE KO and ApoE/mMCP-4 dKO mice on the 12 week protocol (A) were all fed ND for their 
first 6 weeks, then the WD group was switched to its new diet at 6 weeks old. The 27-week protocol 
mice (B) were all fed ND until they reached 10 weeks, then the WD mice were transferred to the 
high-fat diet for the remainder of the protocol. At 20 weeks old, the mice underwent training (T) 
to eat the vehicle-containing jelly. At 21 weeks, mice destined for the macitentan group were 
switched to the treatment (Rx) jelly, while control mice kept the vehicle. Mice on the 52 week 
















10.2.3.3 Aortic en face atherosclerosis imaging 
The aortas and BCA were carefully dissected and cleaned to remove all adventitial fat, the 
BCA removed and stored in PBS. The aortas were then longitudinally cut to produce a Y-shape 
aorta. A first cut was started at the aortic root on its exterior curve and stopped after the arch. A 
second cut was then performed, starting on the interior curve from the aortic root, and going all 
the length of the aorta. 
The aortas were then coloured using the lipid stain Sudan IV (in 70 % ethanol). First, the 
aortas were washed in PBS and rinsed in 70 % ethanol, then stained in Sudan IV for 15 minutes, 
followed by decolouration in 80 % ethanol for 3 minutes. The aortas were then rinsed and stored 
in PBS. 
For imaging, the aortas were pinned open on a black rubber pad covered with Parafilm, interior 
facing up. The aortas were then photographed using a Canon EOS500D (Rebel T1i) camera with 
a Sigma 70 mm macroscopic lens. The images were recorded in the RAW format and then digitally 
enhanced (white balance and contrast), cropped precisely along the shape of the aorta and then 




The BCA were rinsed in ethanol 70 %, blotted in paraffin and 4 µm sections were cut. A set 
of slides was stained with a rabbit anti-α-smooth muscle actin (α-SMA) monoclonal antibody 
(ab124964, Abcam, San Francisco, CA, USA) according to previously described methods [21]. 
Briefly, after toluene dewaxing and rehydration with ethanol and water, the antigen was retrieved 
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by incubating the slides in a sodium citrate (10 mM with polysorbate 20 0.05 %, pH 6.0) for 1 hour 
at 90 °C. The slides were then cooled and incubated in 2% hydrogen peroxide. The sections were 
then permeabilized in 0.2 % Triton. Sections were then incubated in 10 % normal goat serum after 
which they were incubated overnight at 4 °C with the α-SMA antibody (1:500). The sections were 
incubated with biotinylated goat-anti rabbit-IgG (1:200), then incubated with the avidin-biotin-
peroxidase complex (Vectastain Elite Kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). 
Immunostaining was visualized by developing sections in 0.025 % diaminobenzidine (Sigma-
Aldrich) and 0.03 % peroxide. 
Another set of slides was stained with Masson’s trichrome stain (Sigma-Aldrich) according 
to the manufacturer’s instructions. Briefly, after dewaxing and rehydration, the slides were fixed 
overnight in Bouin’s fixative (Sigma-Aldrich) at room temperature, and then they were stained 
with a sequence of Weigert’s hematoxyllin, Briebich’s scarlet and anilin blue and differentiated 
with 10% acetic acid.  
The sections were then dehydrated with ethanol and then cleared in toluene. Finally, the 
sections were mounted with Permount and glass cover slips and allowed to dry for a week before 
photographing. 
 
10.2.3.5 Statistical analysis 
All quantitative results are expressed as the mean ± the standard error of the mean (SEM). 




10.2.4.1 Aortic atherosclerotic lesions 
On ND, 12-week old ApoE KO mice did not develop any visible atherosclerotic lesions (data 
not shown). Figure 2 (Figure 26) illustrates that 27-week old ApoE KO mice developed lesions 
that covered 5.95 ± 0.85 % of the total area (n = 9), mostly in the aortic arch and the abdominal 
part of the aorta. This lesion development was significantly reduced in ApoE/mMCP-4 dKO mice 
(2.63 ± 0.41 %, n = 10, p = 0.002) and by macitentan (1.41 ± 0.21 %, n = 7, p = 0.0004). At 52 
weeks old, ApoE KO mice had extensive lesions in their aorta (17.53 ± 2.24 %, n = 15). At that 
age, the genetic deletion of mMCP-4 had no significant impact on lesion spreading 
(16.00 ± 1.42 %, n = 15).  
Figure 3 (Figure 27) shows that 12-week old ApoE KO mice on WD developed small 
atherosclerotic lesions (1.63 ± 0.17 %, n = 12), which was significantly reduced in ApoE/mMCP-
4 dKO mice (1.07 ± 0.09 %, n = 11, p = 0.001). 27-week old ApoE KO mice on WD showed 
comparable lesion spreading compared to 52-week old mice on ND (17.2 ± 1.81 %, n = 11). 
Macitentan treatment significantly reduced lesion development (12.1 ± 1.3 %, n = 11, p = 0.034). 
In contrast to 27-week old mice on ND, the absence of mMCP-4 did not change lesion 




Figure 26 : Figure 2, Article 2 
Figure 2: Lesion area in the aorta of ND-fed atherosclerotic mice. 
Representative aortas from ApoE KO (vehicle or macitentan 30 mg/kg/day) or ApoE/mMCP-4 
dKO mice, fed a normal diet, are shown, with the orange stain marking lipid deposits 
corresponding to atheromas (A). The lesion area was quantified and expressed as a percentage of 









- - - -+
27 weeks 52 weeks


























n = 7-10 (27 weeks)
n = 15 (52 weeks)
* : p < 0.05




Figure 27 : Figure 3, Article 2 
Figure 3: Lesion area in the aorta of WD-fed atherosclerotic mice. 
Representative aortas from ApoE KO (vehicle or macitentan 30 mg/kg/day) or ApoE/mMCP-4 
dKO mice, fed a Western diet, are shown, with the orange stain marking lipid deposits 
corresponding to atheromas (A). The lesion area was quantified and expressed as a percentage of 




























Macitentan (30 mg/kg/day)- +- - -






+ + + +
+ +--
- - - -+
A B
n = 10-12
* : p < 0.05
 171 
10.2.4.2 Brachiocephalic artery histology 
Masson’s trichrome staining (Figure 4, A-C (Figure 28)) revealed extensive atherosclerotic 
lesions in the BCA of all groups of 27-week old mice on WD. Panel A shows a large lipid deposit 
with few cells under the thin fibrous cap in the lesion of a vehicle-treated ApoE KO mouse. In B, 
we show the lesion of a ApoE/mMCP-4 dKO mouse with a much denser fibro-muscular cap, 
denser matrix and cells and fewer lipid deposits in the plaque. Panel C shows that the macitentan-
treated ApoE KO mouse have smaller lipid deposits than vehicle-treated animals, with a more 
uniform population of cells and matrix, suggesting a more stable lesion. The fibrous cap itself is 
similar to vehicle-treated mice. 
The presence of smooth muscle cells was further examined with the detection of α-SMA 
(Figure 4, D-F (Figure 28)). Panels D and F show that ApoE KO mice did not show much 
detectable smooth muscle cells in the lesion, regardless of treatment with macitentan or vehicle. 
However, ApoE/mMCP-4 dKO mice (panel E) showed robust α-SMA expression throughout the 
lesion, indicating a larger presence of smooth muscle cells in all parts of the plaque. 
 
10.2.5 DISCUSSION 
Our study shows that a 6-week macitentan treatment significantly reduced the extent of 
atherosclerotic lesion development in the 6-month old ApoE KO mouse, on both normal and high 
fat diets. Macitentan is a tissue-targeting orally available mixed ETA/ETB antagonist with a highly 
lipophilic profile [18], which can arguably help it target lipid-rich lesions. To our knowledge, this   
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Figure 28 : Figure 4, Article 2 
Figure 4: Histology of the brachiocephalic artery WD-fed atherosclerotic mice 
Panels A to C show Masson’s trichrome staining of atherosclerotic lesions in the BCA of 27-week 
old, Western diet-fed, ApoE KO (vehicle or macitentan 30 mg/kg/day) or ApoE/mMCP-4 dKO 
atherosclerotic mice. Lipid deposits are denoted as empty, toluene-delipidated area (*). Cells 
concentrations under the fibrous cap are marked with a pound (#) symbol, while the fibro-muscular 
cap is marked with §. Panels D-F show α-SMA expression in the atherosclerotic plaque (brown 



























is the first report of the use of this pulmonary arterial hypertension drug for atherosclerosis. Our 
results show that, even while the atherosclerotic processes are already underway [22], macitentan 
can reduce its progression. 
Our results also show that the absence of mMCP-4 in ApoE KO mice reduce the development 
of early atherosclerosis, but those mice see the extent of atherosclerosis development catch up to 
mMCP-4 competent mice in later stages of disease (either in accelerated atherosclerosis with WD, 
or long-term development in ND). This suggests that while chymase plays a role in lesion 
development, a long-enough insult period can overcome its absence to spread lesions over the 
mouse aorta. 
The brachiocephalic artery of ApoE KO mice has been suggested as a useful tool to study 
atherosclerotic plaque stability and spontaneous rupture in the mouse [23]. In our study, we did 
not find evidence of rupture. Macitentan treatment moderately reduced the size of lipid deposits in 
the plaque, but did not show other signs of slowing BCA plaque development. Since atrasentan 
attenuated plaque size in the carotid artery of early atherosclerotic patients [15], further 
experiments are needed to elucidate whether ET receptor antagonism, either ETA selective or 
mixed, can help prevent plaque complications.  
However, mice knocked-out for mMCP-4 showed a stronger fibro-muscular cap over the 
lesion, suggesting a more stable plaque as compared to their chymase-competent congeners. These 
results are in accordance to previous studies showing the plaque stabilising effect of chymase 
inhibition on atherosclerotic lesions with mast cell activation [12]. This suggests that while 
chymase inhibition may not stop lesion spreading in more advanced atherosclerosis, it could serve  
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Figure 29 : Figure 5, Article 2 
Figure 5: Results summary 
Both macitentan treatment and the deletion of mMCP-4 reduced the extent of aortic lesion 
development in the early phases of atherosclerosis in ApoE KO mice, but only macitentan 
treatment maintained this effect (to a lesser extent) in more advanced atherosclerosis. However, 
both macitentan treatment and the deletion of mMCP-4 improved plaque stability markers in the 
more advanced brachiocephalic artery lesions.  
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to stabilise the plaque and thus prevent thrombotic complications. Chymase inhibition could  
prevent plaque destabilisation in a number of ways, like prevention VSM and endothelial cell 
apoptosis [24, 25], of matrix metalloproteinases and preservation of matrix proteins like 
fibronectin [26]. Whether this is dependent on ET-1 levels is still unclear. 
 
10.2.6 CONCLUSIONS 
As shown in Figure 5 (Figure 29), our results suggest that both macitentan and the absence of 
mMCP-4 can prevent lesion spreading in the ApoE KO mouse model, although mMCP-4 loses 
this effect as the atherosclerosis-prone mice age. Chymase inhibition may nonetheless be useful to 
prevent further plaque damage and thus prevent atherosclerotic complications, while ET receptor 
antagonism could be used to prevent new lesion formation. 
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Avant-propos : J’ai contribué à l’élaboration du projet, participé à toutes les manipulations et 
production des résultats présents dans l’article. J’ai aussi analysé tous les résultats, écrit le premier 
jet de l’article et finalisé les différentes éditions du manuscrit. La version du présent manuscrit est 
différente de celle soumise, afin de prendre en compte les commentaires des évaluateurs de cette 
thèse ainsi que ceux de J Mol Cell Cardiol. De plus, la numérotation des sections est celle de la 
thèse et non celle du manuscrit. Enfin, la numérotation des figures et tableaux de la thèse a été 
ajoutée entre parenthèses suite à leur référence dans le texte. 
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11.1 Résumé en français  
Mise en situation : La chymase, une protéase à sérine mastocytaire impliquée dans la génération 
de multiples facteurs cardiovasculaires comme l’angiotensine-II et l’endothéline-1, est augmentée 
et participe à la dégénération tissulaire après l’infarctus du myocarde. 
Matériels et méthodes : L’infarctus du myocarde aigü (IMA) a été induit dans les souris C57Bl/6J 
de type sauvage (WT) et déficientes pour la protéase mastocyaire de souris 4 (mMCP-4 KO) par 
la ligature de l’artère coronaire antérieure descendante gauche (LAD). Un groupe de souris a 
ensuite été soumis à une analyse Kaplan-Meier de survie de 28 jours. Dans un autre groupe de 
souris, la tomographie par émission de positrons (TEP) avec le 18F-fluorodéoxyglucose a été 
effectuée pour évaluer la fonction cardiaque et la taille de l’infarctus 3 jours après la chirurgie 
IMA. La morphologie cardiaque après l’IMA a été évaluée sur des sections de cœurs fixés à la 
formaline, marquées avec l’hématoxyline et l’éosine. Des ventricules gauches ont été isolés 3 jours 
après l’IMA afin d’effectuer une analyse glycoprotéomique en utilisant la spectrométrie de masse. 
Finalement, les niveaux d’ET-1 cardiaques et pulmonaires ont été déterminés dans les 2 génotypes 
de souris. 
Résultats : L’IMA a causé un taux de mortalité de 60 % dans les souris WT et de 7 % dans les 
souris mMCP-4 KO (P < 0,01). La cause de décès était l’amincissement et la rupture de la paroi 
libre du ventricule gauche dans les souris WT, mais pas mMCP-4 KO. L’analyse de TEP cardiaque 
a révélé une réduction significative du volume du ventricule gauche (systolique et diastolique) et 
une fraction d’éjection mieux préservée dans les souris mMCP-4 KO comparées aux animaux WT 
(P < 0,05). La zone infarcie a été significativement réduite dans les souris mMCP-4 KO 
comparativement à leurs congénères WT (P < 0.01). L’analyse glycoprotéomique a montré une 
augmentation de l’apolipoprotéine A1, un substrat établi de la chymase, dans les souris mMCP-4 
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KO infarcies comparativement à leurs contrôles WT. Les niveaux d’ET-1 ont été augmentés dans 
les poumons des souris WT, mais pas mMCP-4 KO, 24 heures après l’IMA. 
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BACKGROUND: Chymase, a mast cell serine protease involved in the generation of multiple 
cardiovascular factors such as angiotensin II and endothelin-1, is elevated and participates in tissue 
degeneration after myocardial infarction. 
MATERIALS AND METHODS: Acute myocardial infarction (AMI) was induced in wild-type 
(WT) C57BL/6J mice and mouse mast cell protease-4 knockout (mMCP-4 KO) congeners through 
ligation of the left anterior descending (LAD) coronary artery. A group of mice was then subjected 
to Kaplan-Meier 28-day survival analysis. In another group of mice, 18F-fluorodeoxyglucose 
positron emission tomography (PET) was performed to evaluate heart function and the infarcted 
zone 3 days post-AMI surgery. Cardiac morphology following AMI was evaluated on formalin-
fixed heart slices stained with hematoxylin and eosin. Left ventricles were isolated 3 days after 
AMI and glycoproteomic analysis was performed using mass spectrometry. Finally, cardiac and 
lung tissue content of immunoreactive ET-1 was determined post-AMI in the two mouse strains.  
RESULTS: AMI caused 60 % mortality in WT mice, and 7 % in mMCP-4 KO mice (P < 0.01). 
The cause of death was left ventricular free wall thinning and rupture in WT but not mMCP-4 KO 
mice. Cardiac PET analysis revealed a significant reduction in left ventricular volume (systolic 
and diastolic) and preserved ejection fraction in mMCP-4 KO compared to WT animals (P < 0.05). 
The infarcted area was significantly decreased in mMCP-4 KO mice compared to their WT 
congeners (P < 0.01). Glycoproteomic analysis showed an increase in apolipoprotein A1, an 
established chymase substrate in mMCP-4 KO mice compared to WT mice post-AMI. Endothelin-
1 levels were increased in the lungs of WT, but not mMCP-4 KO mice, 24 h post-AMI. 
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CONCLUSIONS: The genetic deletion of mMCP-4 improved survival and heart function post-
AMI. 
 
KEY WORDS: Chymase, Myocardial Infarction, Apolipoprotein A1, Endothelin-1, Mouse Mast 
Cell Protease 4, Positron Emission Tomography. 
 
Highlights 
- The deletion of mMCP-4 reduces left ventricular rupture and mortality caused by acute 
myocardial infarction in mice 
- It also resulted in improved cardiac function, reduced infarct size and remodeling 3 days 
after AMI 




AMI: acute myocardial infarction, ET-1: endothelin-1, 18F-FDG: 18F-Fluorodeoxyglucose, LAD: 





Chymase is one of the major components of mast cell granules and there are several 
indications of a role of this protease in cardiac pathologies [1]. It is upregulated in the infarcted 
region of human hearts [2]. Laine and colleagues showed that the numbers of chymase-containing 
mast cells increase in the adventitia of coronary vessels of the infarcted region of human hearts [3]. 
Chymase inhibitors show promising results in heart failure models, such as acute myocardial 
infarction (AMI) in the hamster. Previous studies have demonstrated improved cardiac function in 
experimental animals receiving a chymase inhibitor alone or in combination with an angiotensin-
converting enzyme (ACE) inhibitor [4, 5]. A chymase inhibitor also reduced lethal arrhythmia 8 
hours after myocardial infarction in dogs, similarly to an angiotensin receptor antagonist, and 
reduces cardiomyofibrillar loss in a mitral regurgitation model of heart failure in this animal [6, 7]. 
On the other hand, Kanemitsu and colleagues also showed a beneficial action of chymase 
inhibition in a rat model of AMI, in which the action of chymase is thought to be 
Ang-II-independent [8]. In mouse settings, chymase inhibition reduces left ventricular remodeling 
in a model of heart failure caused by intermittent hypoxia [9]. Genetic repression of mouse mast 
cell protease-4 (mMCP-4) improves ventricular remodeling after ischemia-reperfusion injury. This 
effect was independent from Ang-II system blockade and the authors suggested an insulin-like 
growth factor-1 (IGF-1), a previously unknown chymase substrate, dependent pathway [10]. In 
mice, mMCP-4 is the closest ortholog to human chymase, in terms of tissue localization, storage 
properties and substrate specificity [1]. Notably, chymase activity in the mouse heart is primarily 
due to mMCP-4 expression [11]. 
Therefore, in light with the beneficial role of chymase inhibitors in other rodent models of 
heart failure, we hereby hypothesized that specific mMCP-4 activity repression would protect mice 
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from AMI. We demonstrate in the present study the profound impact of the genetic repression of 
mMCP-4 in mice subjected to irreversible left anterior descending (LAD) coronary artery ligation. 
 
11.2.3 METHODS 
Additional description is available in the Appendix section 
 
11.2.3.1 Animals 
C57Bl/6J mice were purchased from Charles River (Montreal, QC, Canada) and housed in 
our facilities. Genitor mMCP-4 KO [12] mice from the same background were bred in our 
facilities. All animals were kept at constant room temperature (23 °C) and humidity (78 %) under 
a controlled light/dark cycle (6:00 AM–6:00 PM), with standard chow and tap water available ad 
libitum. Animal care and experiments were approved by the Ethics Committee on Animal 
Research of the University of Sherbrooke following the Canadian Council on Animal Care 
guidelines and the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of the United States National 
Institutes of Health. 
 
11.2.3.2 Animal Protocol 
Four-month old mice were anaesthetized with a mixture of ketamine and xylazine 
(87/13 mg/kg, IM) and intubated to install assisted breathing. An incision was performed between 
the 3rd and 4th ribs to access the LAD coronary artery. The pericardium was opened, then AMI 
was induced when the LAD artery was ligated using 8-0 silk suture (Ethicon, Johnson & Johnson, 
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Markham, ON, CAN) and the costal cavity was then closed with 6-0 silk suture (Ethicon). SHAM 
surgery consisted in passing the suture under the LAD artery without ligating. Immediately after 
surgery, buprenorphine (0.1 mg/kg, SC) was administered for post-surgical pain management and 
subsequently added every 8 h for 24 h. The mice were then monitored for 1 or 3 days, after which 
they were anaesthetised and sacrificed and the hearts and lungs were collected, rinsed with isotonic 
NaCl (0.9%) to remove blood and put in formalin for histologic measurements or frozen at -80 °C 
for protein analysis. A subset of those mice underwent positron emission tomography (PET) 
imaging prior to euthanasia as described below. Furthermore, another group of mice was 
monitored to establish a 4-week survival curve, and the surviving mice were sacrificed after 
completion of the 28-day duration.  
 
11.2.3.3 Positron Emission Tomography 
72 h after the induction of myocardial infarction, the mice were anaesthetised with isoflurane 
and a catheter was inserted in the caudal vein to permit the intra-venous administration of 
18F-fluorodeoxyglucose (18F-FDG). The mice were then placed on the PET imaging bed with 
electrodes for recording the electrocardiogram (ECG). A 45-min dynamic and synchronised data 
acquisition sequence in list mode was then launched simultaneously with the administration of 
~5 MBq of 18F-FDG in the caudal vein (100 µl infusion in 30 sec). Glycaemia was measured before 
and again at the end of the imaging session, and another blood sample was collected, weighted and 
measured using a gamma radiation counter to normalise the blood and tissue time-activity curves. 
The mice were then euthanized by CO2 inhalation. 
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Reconstructed PET images were analysed by tracing regions of interest (ROI) on the viable 
myocardium, left ventricular blood pool and liver to extract the tissue and blood time-activity 
curves. The blood input function was derived from the initial blood pool ROI and late liver ROI 
to overcome the spill-in problem of the left ventricular blood pool by the myocardium in the late 
portion of the time-activity curve. Pixel counts were corrected for radioactive decay of 18F and the 
counting efficiency of the PET scanner to obtain results in terms of percentage of injected dose 
per weight of tissue (%ID/g). We used the general solution of the 3-compartment kinetic model of 
FDG to extract the myocardial metabolic rate of glucose (MMRG). Ventricular volumes, ejection 
fractions and polar maps were calculated using standard clinical cardiac analysis software 
packages adapted to preclinical data. Further details on the PET imaging procedure and image 
analysis can be found in the Appendix A.   
 
11.2.3.4 Microscopic morphology analysis 
Formalin-fixed hearts were embedded in paraffin and 4 µm sections were cut in the short axis 
with a microtome. Selected sections were then stained with a hematoxylin and eosin (H&E), a 
picrosirius red or Masson-Trichrome protocol, slides were mounted with Permount and imaged 
using a NanoZoomer 2.0-RS digital slide scanner (Hammamatsu Photonics, Hammamatsu City, 
Japan). Analysis of the images was performed with the NDP.view2 software (Hammamatsu 




11.2.3.5.1 Sample preparation for the LC-MS/MS glycoproteomic analysis 
Hearts were reduced to a fine powder in liquid nitrogen using a mortar and a pestle. Soluble 
proteins were washed away by incubating the heart powder with protease inhibitors. Samples were 
centrifuged and the supernatant was discarded. Insoluble material was partly re-suspended in urea 
and subsequently re-centrifuged. The supernatant was removed and kept on ice (first 
solubilisation). The rest of the insoluble material was re-suspended in urea, thiourea and CHAPS, 
was centrifuged (second solubilisation) and the pellet was discarded. The soluble supernatants 
were then mixed together. Proteins were reduced with DTT and the total protein content was 
determined by colorimetry using Pierce 660 protein assay. Proteins were then alkylated with 
iodoacetamide in the dark, the reaction then quenched with additional DTT. Glycopeptides were 
oxidized with sodium periodate in the dark. Proteins were then precipitated by adding chilled 
acetone and the samples were placed at -80 °C overnight. Precipitated proteins were aliquoted in 
several tubes and centrifuged. Pellets were washed twice with acetone:water (6:1) and then pooled 
and re-solubilized with urea-thiourea-CHAPS and in pH 5 sodium acetate. Glycoproteins were 
purified by adding hydrazide beads to the samples; unbound proteins were washed away with NaCl 
and then PBS. Proteins were digested with trypsin and then purified by reversed phase solid phase 
extraction, dried in a vacuum centrifuge, reconstituted in 0.2 % formic acid and analyzed by 
LC MS/MS. 
11.2.3.5.2 LC-MS/MS analysis 
Acquisition was performed with a Sciex TripleTOF 5600 (Sciex, Foster City, CA, USA) 
equipped with an electrospray interface with a 25 μm iD capillary and coupled to an Eksigent 
μUHPLC (Eksigent, Redwood City, CA, USA). Analyst TF 1.6 software was used to control the 
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instrument and for data processing and acquisition. Acquisition was performed in Information 
Dependant Acquisition (IDA) mode for the protein database and in SWATH acquisition mode for 
the samples. For the SWATH acquisition, variable window sizes were used as computed by the 
SWATH Variable Window Calculator_V1.0 (Sciex, Foster City, CA, USA). Separation was 
performed on a reversed phase HALO C18-ES column (Advance Materials Technology, 
Wilmington, DE).  
 
11.2.3.5.3 Data analysis 
Protein identification was performed with ProteinPilot V4.5 beta (Sciex) with the instrument 
pre-set for TripleTOF5600. The ion libraries used for protein quantification were derived from the 
protein database generated by the IDA analysis of a pool of all the samples, which was injected 
twice in the MS. For protein quantification, data was analyzed using the Peakview software 
(Sciex). A peptide was considered as adequately measured if the score computed by Peakview was 
superior to 0.5 or had a false discovery rate (FDR) < 1. Data is expressed as Log2 ratio of mMCP-4 
KO/WT. 
 
11.2.3.6 Enzymatic assays 
Recombinant mMCP-4 (rmMCP-4) was produced in our facilities and activated with 
recombinant mouse cathepsin C (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) as previously 
described [13]. The rmMCP-4 (0.61 and 3.03 ng) was pre-incubated with either PBS or the 
chymase inhibitor TY-51469 (for a final concentration of 10 µM after substrate addition) at room 
temperature, then incubated with recombinant mouse IGF-1 (rm-IGF-1, 1 µg, Sigma-Aldrich, 
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St-Louis, MO, USA) or Big endothelin-1 (Big ET-1, 2.56 µg, Bachem, Torrance, CA, USA) in 21 
µl for 20 minutes at 37 °C. The reaction was stopped with an equal volume of acetonitrile 20 % 
and formic acid 4 % in water and the samples were frozen immediately. 
IGF-1 samples were then analysed by LC-MS while Big ET-1 samples were analysed by 
reverse-phase HPLC at 214 nm with a Zorbax DSC-18 column (Agilent Technologies, Montreal, 
QC, CAN) 
 
11.2.3.7 Tissue ET-1 measurement 
The lungs and left ventricle from WT and mMCP-4 KO mice were collected 1 and 3 days 
after surgery and frozen at -80 °C until further use. On day of measurement, the samples were 
homogenised and purified as described before [9]. IR-ET-1 was then measured by ELISA 




Kaplan-Meier survival analysis was statistically tested with the Mantel-Cox method, PET and 
enzymatic assay statistical analyses were performed using a 1-way ANOVA followed by a Holms-
Šidak post-test with Prism 7.0 software (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). One symbol 
(*, #) denotes P < 0.05, two (**, ##) show that P < 0.01 and three (***, ###) show that P < 0.001. 
Glycoproteomic analysis was performed using Student’s t-test in Excel (Microsoft Corporation, 
Redmond, WA, USA).  
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11.2.4 RESULTS 
11.2.4.1 Mouse survival 
AMI led to a 60 % mortality in WT mice (Figure 1A (Figure 30)). This mortality occurred in 
the first week following AMI, starting with one death at day 2. In contrast, AMI only induced 
mortality in one mMCP-4 KO mouse (6.67 %) at day 9, significantly less than in their WT 
congeners (P = 0.0014). SHAM surgery did not induce any mortality. Necropsy revealed that 
cardiac rupture was the cause of death in all 9 WT mice that did not complete the survival study, 
but no occurrence was found in mMCP-4 KO mice (Figure 1B (Figure 30)). Mouse heart weight, 
corrected to tibial bone length (which is independent of mouse fat content and variation due to the 
procedure), did not differ between genotypes or between mice that survived or died during the 28-
day period (live WT mice: 10.39 ± 0.42 mg/mm, n = 6, dead WT mice: 11.36 ± 0.42 mg/mm, 
n = 9, live mMCP-4 KO mice: 10.04 ± 0.25 mg/mm, n = 14, dead mMCP-4 KO mice: 
10.27 mg/mm, n = 1). A difference was observed, however, in mouse body weight change between 
surviving and dying WT mice, as surviving WT mice gained weight (1.93 ± 0.86 g, n = 6), while 
the dying animals lost body mass (-3.54 ± 0.57 g, n = 9, P < 0.0001 compared to live WT). mMCP 
4 KO mice that survived did not significantly lose weight (-0.50 ± 0.72 g, n = 14), while the one 
that died lost 1.90 g. For subsequent experiments, AMI + 72 h was chosen to include both dying 




Figure 30 : Figure 1, Article 3 
 
Figure 1: Kaplan-Meier 28-day survival analysis of mouse survival following LAD coronary artery 
ligation (A). WT mice died in a 60 % proportion while only 1 mMCP-4 mouse succumbed to AMI, 
9 days after surgery (P = 0.0014, n = 15). No mice died from SHAM surgery. WT (9/9), but not 
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11.2.4.2 Cardiac hemodynamics 
3 days after ligation, the mice were subjected to 18F-FDG PET to evaluate cardiac function 
(Figure 2A (Figure 31)). Table 1 (Tableau 10) shows that AMI increased the left ventricular end-
diastolic volume (LVEDV) in WT mice compared to SHAM (WT SHAM: 48.9 ± 5.4 µl, n = 9, 
WT AMI: 76.7 ± 3.1 µl, n = 6, P < 0.001). AMI also significantly increased the LVEDV in 
mMCP-4 KO mice (mMCP-4 KO SHAM: 38.0 ± 3.8 µl, n = 7, mMCP-4 KO AMI: 60.3 ± 4.0 µl, 
n = 7, P < 0.01). Moreover, the LVEDV remained significantly lower in infarcted mMCP-4 KO 
mice compared to their WT congeners (P < 0.05), but this was not the case in SHAM animals 
(P > 0.05). Similar changes were observed for the left ventricular end-systolic volume (LVESV), 
as AMI increased this parameter in WT (WT SHAM: 18.2 ± 3.2 µl, n = 9, WT AMI: 49.5 ± 3.5 µl, 
n = 6, P < 0.0001) and mMCP-4 KO (mMCP-4 KO SHAM: 11.1 ± 3.0 µl, n = 7, mMCP-4 KO 
AMI: 32.9 ± 3.2 µl, n = 7, P < 0.001), while it remained significantly lower in mMCP-4 KO mice 
compared to their WT congeners after AMI (P < 0.01) but not SHAM (P > 0.05) surgery. 
AMI significantly the reduced ejection fraction (EF) in WT (35.7 ± 2.1 %, n = 6) compared 
to SHAM operated (65.1 ± 3.7 %, n = 9) mice (P < 0.001). mMCP-4 KO mice subjected to AMI 
exhibited a lower EF (45.7 ± 3.6 %, n = 7) than their SHAM counterparts (73.6 ± 5.1 %, n = 7, 
(P < 0.001), but preserved their EF significantly better when compared to WT AMI controls 
(P < 0.05).  
11.2.4.3 Cardiac metabolism and morphology 
Polar maps derived from 18F-FDG PET images (Figure 2B (Figure 31)) were used to evaluate 
the infarcted area. SHAM surgery did not induce any visible infarction. The infarct area was 




Figure 31 : Figure 2, Article 3 
Figure 2: Representative cardiac PET imaging of mouse hearts after AMI (A). Mouse hearts were 
imaged 3 days following surgery with 18F-FDG, and 3-dimension images were reconstructed. 
Below each reconstructed image is the ECG-gated left ventricular volume, measured through 8 
time points of the cardiac cycle for the same mouse. B: Polar maps of the mouse hearts were 
calculated, with the apex in the center, for the calculation of the infarcted area (B). 
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Table 1: Left ventricular cardiac parameters 3 days after SHAM surgery or ligation of the 
LAD coronary artery. 
Tableau 10 : Tableau 1, Article 3 
 WT mMCP-4 KO 
 SHAM (9) AMI (6) SHAM (7) AMI (7) 
EDV (µl) 48.9 ± 5.4 76.7 ± 3.1### 38.0 ± 3.8 60.3 ± 4.0###, * 
ESV (µl) 18.2 ± 3.2 49.5 ± 3.5### 11.1 ± 3.0 32.9 ± 3.2###, ** 
Ejection 
fraction (%) 
65.1 ± 3.7 35.6 ± 2.1### 73.6 ± 5.1 45.7 ± 3.6###, * 
Infarct size (%) 0 32.2 ± 2.6### 0 24.1 ± 2.3###, ** 
MMRG 
(µmol/100g/min) 
112 ± 13 197 ± 17## 125 ± 22 136 ± 8* 
 
Sample size in parenthesis. # is vs. SHAM, * is vs. WT. EDV: end-diastolic volume; ESV: 




(32.2 ± 2.6 %, n = 6; Table 1). H&E staining of formalin fixed heart slices showed extensive left 
ventricular remodelling in WT mice after AMI (Figure 3 (Figure 32)). Sections from mMCP-4 KO 
hearts after AMI also showed a significant infarct area but reduced cardiomyocyte necrosis. The 
minimum ventricular free wall thickness did not vary between WT and mMCP-4 KO mice 
subjected to SHAM surgery (WT SHAM: 1287 ± 88 µm; mMCP-4 KO SHAM: 1394 ± 94 µm, 
n = 5). AMI reduced the minimum free wall thickness in both groups of mice compared to SHAM 
animals, but it remained significantly higher in mMCP-4 KO mice compared to their WT 
congeners (WT AMI: 676 ± 42 µm, P < 0.001 vs. WT SHAM; mMCP-4: 1015 ± 93 µm, P < 0.05 
vs. mMCP-4 KO SHAM, P < 0.05 vs WT AMI, n = 6). Mice subjected to SHAM surgery showed 
signs of inflammation on the pericardium side of the left ventricular wall, but no cardiomyocyte 
necrosis inside the myocardium and no difference was noted between WT and mMCP-4 KO mice. 
Picrosirius red (Figure S1 (Figure 34) and Masson-Trichrome staining (data not shown) revealed 
no sign of fibrosis within the myocardium. 
18F-FDG PET analysis also permits the monitoring of cardiac glucose consumption (Table 1 
(Tableau 10)). AMI increased MMRG in WT (197 ± 17 µmol/100g/min, n = 6) compared to 
mMCP-4 KO (136 ± 8 µmol/100g/min, n = 7, P < 0.05) mice. Notably, the glucose consumption 
in infarcted mMCP-4 KO mouse hearts was similar to that of SHAM animals (WT: 
112 ± 13 µmol/100g/min, n = 9, P < 0.01 vs WT AMI; mMCP-4 KO: 125 ± 22 µmol/100g/min, 
n = 7).  
Heart hypertrophy was visible 3 days after AMI. Heart weight was elevated by AMI in WT 
compared to SHAM operated mice (WT SHAM: 8.23 ± 0.27 mg/mm, n = 9, WT MI: 
10.73 ± 0.62 mg/mm, n=6, P < 0.0001) and mMCP-4 KO (mMCP-4 KO SHAM: 
7.63 ± 0.17 mg/mm, n = 7, mMCP-4 KO AMI: 10.06 ± 0.20 mg/mm, n = 7, P < 0.0001) mice. 
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There was no difference between WT and mMCP-4 KO mice after either SHAM or AMI surgery. 
WT mice also lost weight post-surgery (WT SHAM: -1.86 ± 0.43 g, n = 9, WT 
AMI: -5.17 ± 0.81 g, n = 6, P < 0.001), as did mMCP-4 KO mice (mMCP-4 KO 
SHAM: -1.73 ± 0.29 g, n = 7, mMCP-4 KO AMI: -3.51 ± 0.38 g, n = 7, P < 0.05).   
 
11.2.4.4 Glycoproteomic analysis 
Glycoproteins were isolated from the left heart ventricles 72 h after AMI and were analysed 
using TripleTOF mass spectrometry. A total of 999 glycoproteins were detected in SHAM and 
AMI mice (Supplementary Table 3). Table 2 (Tableau 11) shows proteins whose levels were 
different between WT and mMCP-4 KO left ventricles only after AMI (not in SHAM). 
37 glycoproteins were thus detected to be elevated (positive log2 ratio) or diminished (negative 
log2 ratio) in mMCP-4 KO mice compared to WT animals after AMI, with a cut-off of P < 0.05 
using Student’s t-test (n = 6) for each protein. The single established chymase substrate for which 
a change was detected is highlighted in bold. Apolipoprotein A1 (ApoA1) was statistically 
increased in left ventricles of mMCP-4 KO vs WT mice (P = 0.011). Most glycoproteins in the list 
are from mitochondrial origin. However, whereas certain mitochondrial proteins were upregulated 
due to the absence of chymase, others were downregulated. It is therefore not clear as to whether 
the absence of chymase leads to general effects on mitochondrial integrity. The greatest increase 
was found for myosin light chain 1/3, which was close to undetectable in WT samples but well 
present in most mMCP-4 samples. This may indicate greater cardiomyocyte sarcomere integrity 




Figure 32 : Figure 3, Article 3 
Figure 3: Representative H&E staining of heart sections 3 days following LAD coronary artery 
ligation (A). The left ventricular free wall is on the right of the black lines. Its minimal thickness 
at the infarct site was measured from the same images and quantified in B. (#: AMI vs. SHAM, 
*: mMCP-4 KO vs WT).  
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11.2.4.5 Enzymatic assays 
rmMCP-4 showed rmIGF-1 cleaving activity in vitro (Figure S2A (Figure 35)). At 0.61 ng, a 
quantity previously shown by our group to convert Big ET-1 to ET-1 (1-31) efficiently [13], 
rmMCP-4 did not significantly produce the cleaved rmIGF-1 fragment (Figure S2A (Figure 35)) 
although it processed Big ET-1 to ET-1 (1-31) (Figure S2C (Figure 35)). However, increasing the 
amount of rmMCP-4 to 3.03 ng led to a significant production of the cleaved IGF-1 peptide but 
led to an almost complete degradation of Big ET-1 without further increasing detected ET-1 (1-31) 
levels compared to 0.61 ng. We also determined that chymase cleaves the Tyr31-Gly32 bond of 
mouse IGF-1 (Figure S2B (Figure 35)). 
 
11.2.4.6 Tissue ET-1 measurement 
One day post-AMI, tissue Ir-ET-1 levels were not different between WT and mMCP-4 KO 
mice after SHAM surgery in either the left heart ventricle (WT SHAM: 0.056 ± 0.012 pg/mg, 
n = 5, mMCP-4 KO SHAM: 0.068 ± 0.011 pg/mg, n = 5) or lungs (WT SHAM: 5.21 ± 0.80 pg/mg, 
n = 5, mMCP-4 KO SHAM: 4.22 ± 0.35 pg/mg, n = 5) (Figure 4 (Figure 33)). AMI showed a trend 
to increase left ventricular Ir-ET-1 levels in WT mice, but this did not reach statistical significance 
(WT AMI: 0.111 ± 0.024 pg/mg, n = 7). AMI also did not increase Ir ET-1 levels in the mMCP-4 
KO left heart ventricle, as it showed no statistically significant differences with SHAM or WT 
AMI (mMCP-4 KO AMI: 0.089 ± 0.017 pg/mg, n = 7). Similar results were obtained 3 days after 
surgery (WT AMI: 0.102 ± 0.021 pg/mg, n = 3; mMCP-4 KO AMI: 0.140 ± 0.022 pg/mg, n = 4). 
However, AMI caused a marked increase in pulmonary Ir-ET 1 levels in the lungs of WT mice 
1 day after surgery (Figure 6), which was abolished in mMCP-4 KO mice (WT AMI: 
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9.21 ± 0.95 pg/mg, n = 7, P = 0.0052 vs WT SHAM; mMCP-4 KO AMI: 5.77 ± 0.58 pg/mg, n = 7, 
P = 0.0065 vs WT AMI). 
11.2.5 DISCUSSION 
Our study is the first to examine the impact of the genetic repression of mMCP-4 in the context 
of myocardial infarction after permanent LAD coronary artery ligation. This mouse isoform is the 
closest to human chymase in terms of tissue localization, storage properties and substrate 
specificity, and thus presents as a good model for the study of the pathophysiological role of 
chymase in human disease [1]. Our results showed that AMI induced a 60 % mortality rate in WT 
mice, but mortality was almost entirely prevented in mMCP-4 KO animals. We also show that the 
repression of mMCP-4 improved cardiac parameters compared to WT mice after AMI, in addition 
to reducing the infarcted zone and improving energy metabolism. Glycoproteomic analysis of the 
changes in glycoprotein levels between WT and mMCP-4 KO mice after AMI revealed that 
apolipoprotein A1 (ApoA1), a validated chymase target [14], was elevated in the left ventricles of 
mMCP-4 KO mice. Finally, one day after AMI, the levels of ET-1 in the lungs, but not the heart, 
were elevated in WT but not mMCP-4 KO mice. 
Chymase is upregulated in the infarcted region of human hearts [2]. Laine and colleagues 
showed that the numbers of chymase-containing mast cells increase in the adventitia of coronary 
vessels of the infarcted region of human hearts [3]. This increase was also observed in a hamster 
model of AMI [15]. Hamster chymase 1, like mMCP-4, is a β-chymase resembling human 
chymase, especially as an angiotensin-converting enzyme as opposed to an angiotensinase 
[16, 17]. Pharmacological inhibition of chymase, with inhibitors such as BCEAB [18], 






Figure 33 : Figure 4, Article 3 
 
Figure 4: Tissue levels of Ir-ET-1 1 day after surgery. The levels of immunoreactive ET-1 were 
measured in the lungs and left heart ventricle. AMI tended to increase Ir-ET-1 levels in WT left 
heart ventricle, but this did not reach statistical significance. AMI caused an increase in pulmonary 
Ir-ET-1 levels in WT mice, which was abolished in their mMCP-4 KO congeners. (#: AMI vs. 











































study also examined the timing of chymase inhibition. Treatment starting 3 days prior to AMI 
slightly reduced mortality compared to treatment starting 1 day after AMI, while the latter 
treatment still reduced mortality compared to vehicle [4]. Furthermore, TY-51184 improved acute 
survival after AMI in dogs by preventing AMI-induced Ang-II-dependent arrhythmia [6]. These 
inhibitors have, however, not been tested for selectivity against mMCP-4 nor against another 
mouse β-chymase with angiotensinase activity such as mMCP-1. We have previously shown that 
mMCP-4 deletion reduces chymase-like activity in mouse hearts, while mMCP-1 mRNA levels 
were unchanged [11]. Thus, the present results suggest for the first time that chymase activity 
inhibition improves survival in mice following AMI due to impairment of mMCP-4 activity. 
The study of myocardial parameters in rodents has often been performed by 
echocardiography. However, parameters are usually measured in the two-dimensional M-mode, 
which has excellent temporal resolution without ECG-gating, leading to the measure of ventricular 
diameter and fractional shortening. Ventricular volume and fractional shortening are then 
computed using healthy heart-based equations, which however may not reflect a remodelled heart 
[19]. 18F-FDG PET, in contrast, accounts for ventricular remodeling and is independent from probe 
manipulation. It has been previously proven to be able to estimate cardiac parameters and the 
infarct size in vivo previously in the mouse model [20, 21]. To study cardiac function in AMI 
mice, we chose the 72 hours post-AMI mark, as the present data show that WT mice mortality rate 
is significantly increased 96 hours post-AMI. This time-point was also reported to represent the 
peak of chymase activity following AMI in hamsters [15]. Albeit AMI induced significant 
hypertrophy in both WT and mMCP-4 KO mice, these changes were less pronounced in the 
chymase-deficient animals. Furthermore, the ejection fraction was better preserved in mMCP-4 
KO mice compared to their WT congeners. Pharmacological inhibition of chymase in hamsters 
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with AMI also reduced hypertrophy and improved the ejection fraction (along with ventricular 
contractility) 3 days post-AMI [4]. Thus, chymase activity inhibition appears to protect cardiac 
function immediately following AMI in rodents, perhaps by limiting necrosis and remodelling as 
reflected by our H&E staining.  
18F-FDG PET, in addition to hemodynamic analysis, also permits in vivo infarct size 
evaluation [20] and glucose consumption measurement [22, 23]. The balance between lipid and 
glucose consumption by the heart for its energy requirements is shifted from a mostly lipidic to 
glycemic regime in the infarcted region after AMI, as glucose consumption is more oxygen-
efficient than fatty acid metabolism in the hypoxic tissue [24]. While our imaging study did not 
consider fatty acid uptake by the mouse heart, glucose consumption was elevated in WT, but not 
mMCP-4 KO, hearts following AMI. This may reflect a more advanced state of heart failure in 
WT mice, as the switch from fatty acid to glucose metabolism may not occur in the early stages of 
heart failure [24]. 
We observed a decreased infarcted zone after AMI in mMCP-4 KO mice compared to their 
WT congeners. This is in contrast with studies in which pharmacological chymase inhibitors have 
been used in the hamster after AMI [4, 5, 18]. However, chymase inhibition or deletion is able to 
reduce the infarct size in other models of heart failure, such as ischemia-reperfusion in the swine 
[25] or the mouse [10], and this may be due to reduced inflammation-induced necrosis when 
chymase activity is suppressed. The study in the swine model also reported a decrease in the 
necrosis area/area at risk ratio, and decreased apoptosis in the area at risk, in the chymase inhibitor-
treated group, further illustrating the pro-survival effect of chymase activity repression [25]. The 
left ventricular free wall was thinner in WT than mMCP-4 KO mice following AMI, perhaps 
leading to the observed ventricular wall rupture in those animals. As mMCP-4 can activate 
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numerous matrix degrading enzymes such as gelatinases and directly degrade matrix proteins like 
fibronectin [12, 26], the absence of mMCP-4 may protect the ventricular wall from lethal 
degradation. The observed beneficiary effects of mMCP-4 deletion on left ventricular dilation and 
ejection fraction, though statistically significant only in mice subjected to AMI, are similar to those 
on SHAM animals. Thus, this may provide the main mechanism for the promotion of survival by 
mMCP-4 deletion following AMI, as it is also observed in mice deficient for the ectonucleotidase 
CD39 [27]. 
We sought to determine changes in the proteomic profile of mMCP-4 KO heart after AMI 
compared to their WT congeners, using a glycoproteomic analysis approach. The list of proteins 
detected in our study was different from that recently published by DeLeon-Pennell and colleagues 
[28], perhaps reflecting the different extraction method used. In our experiments, well-established 
chymase substrates went undetected (like MMP-9) and left ventricular fibronectin (Supplementary 
Table 3) levels did not vary between WT and mMCP-4 KO AMI mice. However, an interesting 
new identified candidate for cardioprotection in AMI is apolipoprotein A1 (ApoA1), which is a 
known substrate of chymase [29] and we observed that this protein was increased in mMCP-4 KO 
mice compared to WT mice after AMI but not SHAM surgery. It has been shown that chymase 
inhibits ApoA1 cholesterol efflux activity through C-terminal cleavage, and it may thus play a role 
in dyslipidemia and atherosclerosis [14]. A recent study showed that chymase also inhibits the 
anti-inflammatory role of ApoA1 [30], which may help explain our results in normolipidemic 
settings. Furthermore, ApoA1 plasma levels correlate positively with outcomes in coronary artery 
bypass graft surgery patients, suggesting a protective role in ischemic heart disease [31]. Finally, 
our glycoproteomic analysis showed a marked increase of the skeletal muscle MLC1/MLC3 
(Myl1), but the high ratio might be more of a detection level threshold issue rather than a true 7.56 
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log2 fold increase. Chymase inhibition protects against cardiomyofibrillar loss in a dog model of 
mitral regurgitation [7], which may be reflected by our measured increased of tropomyosin β-chain 
and our histochemical results. Along with telethonin, which was slightly but significantly 
decreased, these were the only 2 cardiac muscle markers which were significantly altered in 
mMCP-4 KO mice after AMI.  
We observed an increase in pulmonary, but not left heart ventricular, levels of ET-1 in WT 
mice, consistent with previous results in the rat model, 3 weeks post-AMI [32]. ET-1 is a protective 
factor in heart failure in vivo and antagonism of ETA receptors, especially if combined with 
blockade of ETB, reduces survival and worsens remodelling in the rat after AMI [33, 34]. 
Moreover, ET-1 is a potent mediator of congestive heart failure-induced pulmonary hypertension, 
yet pharmacological blockade of ET receptors does not improve its parameters in animal models, 
suggesting that inhibition of ET-1 synthesis by chymase blockade may provide a better 
pharmacological approach to prevent this complication of AMI [35, 36]. Since it has no effect on 
left ventricular levels of ET-1, both after surgery or endogenously [11], inhibition of chymase may 
provide the desired repression of the ET-1 system repression without impeding its beneficial 
cardiac effect after AMI. Tejada and colleagues suggested a detrimental role of mMCP-4 in the 
degradation of IGF-1 in ischemia-reperfusion in the mouse [10]. IGF-1, like Big ET-1, possesses 
potential chymotrypsin-sensitive sites [37, 38]. We found (Figure S2) that mMCP-4 cleaves the 
Tyr31-Gly32 bond of IGF-1 (identical to its cleavage site on Big ET-1), but requires very high 
concentrations to do so, making it unlikely to have a direct impact in vivo. 
In conclusion, our results show that chymase repression improves survival and cardiac 
parameters in a mouse model of acute myocardial infarction. This study suggests that chymase 
inhibition may be beneficial in the treatment of myocardial infarction in clinical settings. 
 209 
11.2.6 ACKNOWLEDGMENTS 
The authors thank Angèle Tremblay and Bin Yu for their excellent technical assistance, 
Jacques Rousseau, Otman Sarrhini and Véronique Dumulon-Perreault for the PET cardiac imaging 
and Jean-Philippe Michaud for the mass spectrometry experiments. M.H. was supported by a Ph.D. 
studentship from the Canadian Institutes for Health Research (CIHR) and P.D-J. was supported by 
a grant (MOP-57883) from the CIHR, the John E. Edwards Cardiology Chair and the Centre de 
Recherche of the Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke. 
 
11.2.7 DECLARATION OF INTEREST 




[1] G. Pejler, E. Ronnberg, I. Waern, S. Wernersson, Mast cell proteases: multifaceted 
regulators of inflammatory disease, Blood 115 (2010) 4981-4990. 10.1182/blood-2010-01-
257287. 
[2] M.J. Daemen, H. Urata, Healing human myocardial infarction associated with increased 
chymase immunoreactivity, Heart Vessels Suppl 12 (1997) 113-115.  
[3] P. Laine, M. Kaartinen, A. Penttila, P. Panula, T. Paavonen, P.T. Kovanen, Association 
between myocardial infarction and the mast cells in the adventitia of the infarct-related 
coronary artery, Circulation 99 (1999) 361-369. 10.1161/01.CIR.99.3.361. 
 210 
[4] D. Jin, S. Takai, M. Yamada, M. Sakaguchi, K. Kamoshita, K. Ishida, et al., Impact of 
chymase inhibitor on cardiac function and survival after myocardial infarction, Cardiovasc 
Res 60 (2003) 413-420. 10.1016/S0008-6363(03)00535-2. 
[5] F. Hoshino, H. Urata, Y. Inoue, Y. Saito, E. Yahiro, M. Ideishi, et al., Chymase inhibitor 
improves survival in hamsters with myocardial infarction, J Cardiovasc Pharmacol 41 
Suppl 1 (2003) S11-18.  
[6] D. Jin, S. Takai, M. Sakaguchi, Y. Okamoto, M. Muramatsu, M. Miyazaki, An 
antiarrhythmic effect of a chymase inhibitor after myocardial infarction, J Pharmacol Exp 
Ther 309 (2004) 490-497. 10.1124/jpet.103.061465. 
[7] B. Pat, Y. Chen, C. Killingsworth, J.D. Gladden, K. Shi, J. Zheng, et al., Chymase 
inhibition prevents fibronectin and myofibrillar loss and improves cardiomyocyte function 
and LV torsion angle in dogs with isolated mitral regurgitation, Circulation 122 (2010) 
1488-1495. 10.1161/CIRCULATIONAHA.109.921619. 
[8] H. Kanemitsu, S. Takai, H. Tsuneyoshi, T. Nishina, K. Yoshikawa, M. Miyazaki, et al., 
Chymase inhibition prevents cardiac fibrosis and dysfunction after myocardial infarction 
in rats, Hypertens Res 29 (2006) 57-64. 10.1291/hypres.29.57. 
[9] C. Matsumoto, T. Hayashi, K. Kitada, C. Yamashita, M. Miyamura, T. Mori, et al., 
Chymase plays an important role in left ventricular remodeling induced by intermittent 
hypoxia in mice, Hypertension 54 (2009) 164-171. 
10.1161/HYPERTENSIONAHA.109.131391. 
 211 
[10] T. Tejada, L. Tan, R.A. Torres, J.W. Calvert, J.P. Lambert, M. Zaidi, et al., IGF-1 
degradation by mouse mast cell protease 4 promotes cell death and adverse cardiac 
remodeling days after a myocardial infarction, Proc Natl Acad Sci U S A 113 (2016) 6949-
6954. 10.1073/pnas.1603127113. 
[11] M. Houde, M.D. Jamain, J. Labonte, L. Desbiens, G. Pejler, M. Gurish, et al., Pivotal role 
of mouse mast cell protease 4 in the conversion and pressor properties of Big-endothelin-
1, J Pharmacol Exp Ther 346 (2013) 31-37. 10.1124/jpet.112.202275. 
[12] E. Tchougounova, G. Pejler, M. Abrink, The chymase, mouse mast cell protease 4, 
constitutes the major chymotrypsin-like activity in peritoneum and ear tissue. A role for 
mouse mast cell protease 4 in thrombin regulation and fibronectin turnover, J Exp Med 198 
(2003) 423-431. 10.1084/jem.20030671. 
[13] W. Semaan, L. Desbiens, M. Houde, J. Labonte, H. Gagnon, D. Yamamoto, et al., Chymase 
inhibitor-sensitive synthesis of endothelin-1 (1-31) by recombinant mouse mast cell 
protease 4 and human chymase, Biochem Pharmacol 94 (2015) 91-100. 
10.1016/j.bcp.2015.02.001. 
[14] L. Lindstedt, M. Lee, G.R. Castro, J.C. Fruchart, P.T. Kovanen, Chymase in exocytosed 
rat mast cell granules effectively proteolyzes apolipoprotein AI-containing lipoproteins, so 
reducing the cholesterol efflux-inducing ability of serum and aortic intimal fluid, J Clin 
Invest 97 (1996) 2174-2182. 10.1172/JCI118658. 
[15] D. Jin, S. Takai, M. Yamada, M. Sakaguchi, Y. Yao, M. Miyazaki, Possible roles of cardiac 
chymase after myocardial infarction in hamster hearts, Jpn J Pharmacol 86 (2001) 203-
214. 0.1254/jjp.86.203. 
 212 
[16] S. Takai, N. Shiota, D. Yamamoto, H. Okunishi, M. Miyazaki, Purification and 
characterization of angiotensin II-generating chymase from hamster cheek pouch, Life Sci 
58 (1996) 591-597. 10.1016/0024-3205(95)02328-3. 
[17] G.H. Caughey, W.W. Raymond, P.J. Wolters, Angiotensin II generation by mast cell alpha- 
and beta-chymases, Biochim Biophys Acta 1480 (2000) 245-257.  
[18] D. Jin, S. Takai, M. Yamada, M. Sakaguchi, M. Miyazaki, Beneficial effects of cardiac 
chymase inhibition during the acute phase of myocardial infarction, Life Sci 71 (2002) 
437-446. 10.1016/S0024-3205(02)01689-2. 
[19] J.N. Rottman, G. Ni, M. Brown, Echocardiographic evaluation of ventricular function in 
mice, Echocardiography 24 (2007) 83-89. 10.1111/j.1540-8175.2006.00356.x. 
[20] L. Stegger, A.N. Hoffmeier, K.P. Schafers, S. Hermann, O. Schober, M.A. Schafers, et al., 
Accurate noninvasive measurement of infarct size in mice with high-resolution PET, J Nucl 
Med 47 (2006) 1837-1844.  
[21] L. Stegger, E. Heijman, K.P. Schafers, K. Nicolay, M.A. Schafers, G.J. Strijkers, 
Quantification of left ventricular volumes and ejection fraction in mice using PET, 
compared with MRI, J Nucl Med 50 (2009) 132-138. 10.2967/jnumed.108.056051. 
[22] R. Mabrouk, F. Dubeau, M. Bentourkia, L. Bentabet, Extraction of time activity curves 
from gated FDG-PET images for small animals' heart studies, Comput Med Imaging Graph 
36 (2012) 484-491. 10.1016/j.compmedimag.2012.05.002. 
 213 
[23] R. Lecomte, E. Croteau, M.-E. Gauthier, M. Archambault, A. Aliaga, J. Rousseau, et al., 
Cardiac PET imaging of blood flow, metabolism and function in normal and infarcted rats,, 
IEEE Trans Nucl Sci 51 (2004) 696-704. 10.1109/TNS.2004.829608. 
[24] W.C. Stanley, F.A. Recchia, G.D. Lopaschuk, Myocardial substrate metabolism in the 
normal and failing heart, Physiol Rev 85 (2005) 1093-1129. 10.1152/physrev.00006.2004. 
[25] S. Oyamada, C. Bianchi, S. Takai, L.M. Chu, F.W. Sellke, Chymase inhibition reduces 
infarction and matrix metalloproteinase-9 activation and attenuates inflammation and 
fibrosis after acute myocardial ischemia/reperfusion, J Pharmacol Exp Ther 339 (2011) 
143-151. 10.1124/jpet.111.179697. 
[26] E. Tchougounova, A. Lundequist, I. Fajardo, J.O. Winberg, M. Abrink, G. Pejler, A key 
role for mast cell chymase in the activation of pro-matrix metalloprotease-9 and pro-matrix 
metalloprotease-2, J Biol Chem 280 (2005) 9291-9296. 10.1074/jbc.M410396200. 
[27] N.R. Sutton, T. Hayasaki, M.C. Hyman, A.C. Anyanwu, H. Liao, D. Petrovic-Djergovic, 
et al., Ectonucleotidase CD39-driven control of postinfarction myocardial repair and 
rupture, JCI Insight 2 (2017) e89504. 10.1172/jci.insight.89504. 
[28] K.Y. DeLeon-Pennell, Y. Tian, B. Zhang, C.A. Cates, R.P. Iyer, P. Cannon, et al., CD36 
Is a Matrix Metalloproteinase-9 Substrate That Stimulates Neutrophil Apoptosis and 
Removal During Cardiac Remodeling, Circ Cardiovasc Genet 9 (2016) 14-25. 
10.1161/CIRCGENETICS.115.001249. 
 214 
[29] J.O. Kokkonen, M. Vartiainen, P.T. Kovanen, Low density lipoprotein degradation by 
secretory granules of rat mast cells. Sequential degradation of apolipoprotein B by granule 
chymase and carboxypeptidase A, J Biol Chem 261 (1986) 16067-16072.  
[30] S.D. Nguyen, K. Maaninka, J. Lappalainen, K. Nurmi, J. Metso, K. Oorni, et al., Carboxyl-
Terminal Cleavage of Apolipoprotein A-I by Human Mast Cell Chymase Impairs Its Anti-
Inflammatory Properties, Arterioscler Thromb Vasc Biol 36 (2016) 274-284. 
10.1161/ATVBAHA.115.306827. 
[31] J.S. Skinner, M. Farrer, C.J. Albers, H.A. Neil, P.C. Adams, High apolipoprotein AI 
concentrations are associated with lower mortality and myocardial infarction five years 
after coronary artery bypass graft surgery, Heart 81 (1999) 488-494.  
[32] M.L. Sirvio, K. Helin, P. Stewen, I. Tikkanen, F. Fyhrquist, Endothelin-1 in heart and 
pulmonary tissue in experimental heart failure, Blood Press 6 (1997) 250-255.  
[33] Q.T. Nguyen, P. Cernacek, A. Calderoni, D.J. Stewart, P. Picard, P. Sirois, et al., 
Endothelin A receptor blockade causes adverse left ventricular remodeling but improves 
pulmonary artery pressure after infarction in the rat, Circulation 98 (1998) 2323-2330.  
[34] Q.T. Nguyen, P. Cernacek, M.G. Sirois, A. Calderone, N. Lapointe, D.J. Stewart, et al., 
Long-term effects of nonselective endothelin A and B receptor antagonism in 
postinfarction rat: importance of timing, Circulation 104 (2001) 2075-2081.  
[35] Q.T. Nguyen, F. Colombo, J.L. Rouleau, J. Dupuis, A. Calderone, LU135252, an 
endothelin(A) receptor antagonist did not prevent pulmonary vascular remodelling or lung 
 215 
fibrosis in a rat model of myocardial infarction, Br J Pharmacol 130 (2000) 1525-1530. 
10.1038/sj.bjp.0703466. 
[36] B.H. Jiang, J.C. Tardif, Y. Shi, J. Dupuis, Bosentan does not improve pulmonary 
hypertension and lung remodeling in heart failure, Eur Respir J 37 (2011) 578-586. 
10.1183/09031936.00053710. 
[37] P. Anderle, P. Langguth, W. Rubas, H.P. Merkle, In vitro assessment of intestinal IGF-I 
stability, J Pharm Sci 91 (2002) 290-300. 10.1002/jps.10013. 
[38] M. Takaoka, Y. Miyata, Y. Takenobu, R. Ikegawa, Y. Matsumura, S. Morimoto, Mode of 
cleavage of pig big endothelin-1 by chymotrypsin. Production and degradation of mature 
endothelin-1, Biochem J 270 (1990) 541-544.  
  
 216 
Table 2: Proteins differentially expressed (P < 0.05) in infarcted mMCP-4 KO mice compared to 
infarcted WT congeners, ordered by normalized ratio (mMCP-4 KO/WT). Chymase substrate in 
bold. 
Tableau 11 : Tableau 1, Article 3 




Myosin light chain 1/3, skeletal muscle isoform 
(MLC1/MLC3) 
7.56 
B7ZCF1_MOUSE 26S protease regulatory subunit 6A 1.65 
A2AIM4_MOUSE Tropomyosin beta chain 1.39 
G5E850_MOUSE Cytochrome b-5, isoform CRA_a 1.32 
APOA1_MOUSE Apolipoprotein A-I (Apo-AI) 0.76 
E9Q5L2_MOUSE Inter alpha-trypsin inhibitor, heavy chain 4 0.69 
ITIH3_MOUSE Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3 0.67 
LMNA_MOUSE Prelamin-A/C [Cleaved into: Lamin-A/C] 0.63 
DHE3_MOUSE 
Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial (GDH 1) (EC 
1.4.1.3) 
0.60 
CES1D_MOUSE Carboxylesterase 1D (Carboxylesterase 3) 0.48 
RL35_MOUSE 60S ribosomal protein L35 0.32 
RL8_MOUSE 60S ribosomal protein L8 0.26 
Q8C2Q8_MOUSE ATP synthase subunit gamma 0.20 
NDUB9_MOUSE 
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex 
subunit 9 (Complex I-B22) 
-0.25 
RSSA_MOUSE 40S ribosomal protein SA (37 kDa laminin receptor precursor) -0.26 
NDUA1_MOUSE 
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex 
subunit 1 (Complex I-MWFE) 
-0.27 
KCRS_MOUSE Creatine kinase S-type, mitochondrial (EC 2.7.3.2) -0.28 
TELT_MOUSE Telethonin (Titin cap protein) -0.34 
AT1B1_MOUSE Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1 -0.36 
RB11B_MOUSE Ras-related protein Rab-11B -0.36 
NDUB6_MOUSE 
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex 
subunit 6 (Complex I-B17) 
-0.37 
PCCA_MOUSE 
Propionyl-CoA carboxylase alpha chain, mitochondrial 
(PCCase subunit alpha) 
-0.56 
TBA4A_MOUSE Tubulin alpha-4A chain (Alpha-tubulin 4) -0.57 
TIM50_MOUSE 
Mitochondrial import inner membrane translocase subunit 
TIM50 
-0.70 
MOES_MOUSE Moesin (Membrane-organizing extension spike protein) -0.90 
PGK1_MOUSE Phosphoglycerate kinase 1 (EC 2.7.2.3) -0.93 
RT4I1_MOUSE Reticulon-4-interacting protein 1, mitochondrial -1.09 
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GSTA4_MOUSE Glutathione S-transferase A4 (EC 2.5.1.18) (GST A4-4) -1.19 
PLP2_MOUSE Proteolipid protein 2 -1.56 
G5E8T9_MOUSE Hydroxyacyl glutathione hydrolase (mitochondrial) -1.66 
COQ3_MOUSE 
Ubiquinone biosynthesis O-methyltransferase, mitochondrial 
(EC 2.1.1.114) 
-1.69 
DNPEP_MOUSE Aspartyl aminopeptidase (EC 3.4.11.21) -2.19 
ATAD1_MOUSE 
ATPase family AAA domain-containing protein 1 (EC 3.6.1.3) 
(Thorase) 
-2.30 
PGAM1_MOUSE Phosphoglycerate mutase 1 -2.73 
EST1C_MOUSE Carboxylesterase 1C (EC 3.1.1.1) -2.78 
E9Q7L0_MOUSE Protein Ogdhl (Oxyglutarate dehydrogenase-like protein) -4.06 




11.2.9 Supplemental Methods 
 
11.2.9.1 Positron Emission Tomography 
PET imaging experiments and data analysis were performed at the Sherbrooke Molecular 
Imaging Centre of CRCHUS using mostly methods previously described [1, 2]. 72 h after the 
induction of myocardial infarction, the mice were anaesthetised with isoflurane (1-2 % inhalation 
in 1.0-1.5 L/min pure oxygen with spontaneous respiration) and a drop of blood was collected 
from a hind leg to measure glycaemia. A catheter was then inserted in the caudal vein to permit 
the intra-venous administration of 18F-fluorodeoxyglucose (18F-FDG). The anaesthetised mice 
were then placed on the bed of a LabPET-4 small animal PET scanner (Advanced Molecular 
Imaging (AMI) Inc., Sherbrooke, QC, Canada) having a 3.75 cm axial field of view. Electrodes 
were placed for recording the electrocardiogram (ECG) using a PCSAM model 1025T 
synchronisation system (SA Instruments Inc., Stony Brook, NY, USA). The mouse was then 
positioned for its heart to be in the center of the scanner view field. Simultaneously with the 
injection of ~5 MBq of FDG in the caudal vein (100 µl infusion in 30 sec), a list mode PET data 
acquisition sequence was initiated and continued for 45 min, while recording ECG and monitoring 
the animal hemodynamic parameters (heart and breathing rates, O2 saturation). Body temperature 
was controlled through forced warm air. At the end of the imaging session, glycaemia was 
measured again in a drop of blood from a hind leg. Another blood sample was collected, weighted 
and measured using a gamma radiation well-counter to determine the blood radioactivity 
concentration. This sample was used to normalise the blood and tissue time-activity curves in units 
of Bq/ml. The mice were then euthanized by CO2 inhalation, and the heart was collected and frozen 
at -80 °C for further analyses. 
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List-mode data were first divided in 43 frames according to the sequence 1 × 30 s, 16 × 5 s, 
7 × 10 s, 8 × 30 s, 1× 60 s, 5 × 150 s and 5 × 300 s for the kinetic analysis of the 18F-FDG uptake 
rate. PET image frames (120 × 120 × 128 pixels, 0.5 × 0.5 × 0.59675 mm3/pixel) were then 
reconstructed with the MLEM (maximum likelihood expectation maximisation) iterative method 
implementing the physical description of the system matrix. The last 15 min of the acquisition 
sequence were summed and used to manually draw regions of interest (ROI) on the viable 
myocardium, the left ventricular blood pool and the liver. The same data were used to obtain an 8-
gate image series of the cardiac cycle using the ECG timestamps recorded in the list mode file. 
The tissue uptake curves and blood input functions were obtained by copying ROIs on the 
dynamic image series and measuring the mean ROI count rates per frame. The method developed 
by Tantawy and Petersen [3] was used to avoid the problem associated with the contamination of 
the left ventricular blood pool by the myocardium in estimating the blood input function. Briefly, 
the blood radioactivity concentration as a function of time is a hybrid curve consisting of the first 
2 min of the left ventricular blood pool, followed by the 2-45 min of the liver time-activity curve. 
Pixel counts were corrected for the radioactive decay of 18F, referred to the time of injection, and 
the counting efficiency of the PET scanner to obtain results in terms of percentage of injected dose 
per weight of tissue (%ID/g). 
To estimate the glucose consumption, the general solution of the classical 3-compartment, 
5-parameter kinetic model of 18F-FDG [4], where the myocardial metabolic rate of glucose or 
MMRG is in units of µmol/100 g/min. Ventricular volumes, ejection fractions and polar maps 
were calculated with the Corridor4DM-preclinical software (INVIA Medical Imaging Solutions, 




11.2.9.2.1 Sample preparation for the LC-MS/MS glycoproteomic analysis 
Hearts were reduced to a fine powder in liquid nitrogen using a mortar and a pestle. Soluble 
proteins were washed away by incubating the heart powder in 1 ml of phosphate buffer saline 
(PBS) + 0.5 M NaCl + 1 X protease inhibitors for 30 min at 4 °C with end over end mixing. 
Samples were centrifuged at 13 000 RPM for 5 min, at 4 °C and the supernatant was discarded. 
Insoluble material was partly resuspended in 1 ml of 8 M urea, 0.4 M NH4HCO3 and 0.1 % sodium 
deoxycholate for 10 min at room temperature (RT) with occasional vortexing. Samples were then 
centrifuged at 13 000 RPM for 5 min at RT. The supernatant was removed and kept on ice (first 
solubilisation). The rest of the insoluble material was resuspended in 7 M urea + 2 M thiourea + 
4 % CHAPS in sodium acetate pH 5, incubated at RT for another 10 min with occasional vortex 
and pipette up and downs. Samples were clarified by centrifugation at 13 000 RPM for 5 min at 
RT (second solubilisation) and the pellet was discarded. The supernatant was added to the 
supernatant of the first solubilisation and mixed by vortexing. Proteins were reduced by adding 
10 mM of DTT at 60 °C for 15 min and the total protein content was determined by colorimetry 
using Pierce 660 protein assay. Proteins were then alkylated by adding 15 mM iodoacetamide for 
30 min at RT, in the dark. The reaction was quenched with the addition of 10 mM DTT. 
Glycopeptides were oxidized with 10 mM sodium periodate for 30 min at RT in the dark. Proteins 
were transferred to a 15 ml tube and precipitated by adding one volume (2 ml) of chilled acetone 
and vortexing briefly. 5 more volumes (10 ml) of chilled acetone were added to the samples, the 
tubes were vortexed briefly and placed at -80 °C overnight. Precipitated proteins were placed in 
several 2 ml Eppendorf tubes and centrifugated for 1 min at 13 000 RPM. Protein pellets were 
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washed twice with 2 ml acetone:water (6:1). Pellets of the same condition were pooled and 
resolubilized in 500 µl of 7 M urea + 2 M thiourea + 4 % CHAPS in sodium acetate pH 5 with 
pipette ups and downs. Glycoproteins were purified by adding 50 µl of hydrazide beads in 500 µl 
of 0.1 M sodium acetate pH 5 to the samples and mixing end over end overnight at RT. Unbound 
proteins were washed away with 3 successive 5 min incubation with 1.5 M NaCl. Beads and bound 
glycoproteins were washed 3 more times in phosphate buffer pH 7.5. Proteins were digested in 
100 µl of phosphate buffer + 0.75 M urea + 2 µg trypsin for 4 h at 42 °C and the peptides were 
purified by solid phase extraction (SPE). SPE was performed with a polymeric mixed mode strong 
cation exchange 1 ml cartridge containing 30 mg of sorbent (Phenomenex, Strata-X-C, Torrance, 
CA, USA). Briefly samples were pre-treated with 2 % FA and loaded on the SPE column, samples 
were next washed once with 60 % MeOH containing 2 % FA and eluted with 2 x 700 µl of 75 % 
ACN containing 10 % ammonium hydroxide. The peptides were finally dried in a speedvac, 
reconstituted in 20 µl of water + 0.2 % formic acid and analyzed by LC-MS/MS. 
11.2.9.2.2 LC-MS/MS analysis 
Acquisition was performed with a Sciex TripleTOF 5600 (Sciex, Foster City, CA, USA) 
equipped with an electrospray interface with a 25 μm iD capillary and coupled to an Eksigent 
μUHPLC (Eksigent, Redwood City, CA, USA). Analyst TF 1.6 software was used to control the 
instrument and for data processing and acquisition. The source voltage was set to 5.2 kV and 
maintained at 225 °C, curtain gas was set at 27 psi, gas one at 12 psi and gas two at 10 psi. 
Acquisition was performed in Information Dependant Acquisition (IDA) mode for the protein 
database and in SWATH acquisition mode for the samples. For the SWATH acquisition, variable 
window sizes were used as computed by the SWATH Variable Window Calculator_V1.0 (Sciex, 
Foster City, CA, USA) Separation was performed on a reversed phase HALO C18-ES column 
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0.3 μm i.d., 2.7 μm particles, 150 mm long (Advance Materials Technology, Wilmington, DE) 
which was maintained at 60 °C. Samples were injected by loop overfilling into a 5 μl loop. For the 
75 min LC gradient, the mobile phase consisted of the following solvent A (0.2 % v/v formic acid 
and 3 % DMOS v/v in water) and solvent B (0.2 % v/v formic acid and 3 % DMSO in EtOH) at a 
flow rate of 3 μl/min. The gradient was: 0-44 min from 2 % to 40 % B, 44-54 min from 40 % to 
65 % B, 54-57 min from 65 % to 95 % B, hold 95 % b from 57 to 75 min, followed by a 5 min 
post-flush at final conditions. 
11.2.9.2.3 Data analysis 
Protein identification was performed with ProteinPilot V4.5 beta (Sciex) with the instrument 
pre-set for TripleTOF5600, iodoacetamide as cys alkylation as special factor. Thorough search 
with false discovery rate analysis was performed with biological modification emphasis against 
the mouse proteome. For protein identification and data analysis global false discovery rate was 
set at 1 % and local false discovery rate (FDR) was set at 5 %. The ion libraries used for protein 
quantification were derived from the protein database generated by the IDA analysis of a pool of 
all the samples, which was injected twice in the MS. For protein quantification, data was analyzed 
using the Peakview software (Sciex) using 8 transition/peptide and 15 peptide/protein maximum. 
A peptide was considered as adequately measured if the score computed by Peakview was superior 
to 0.5 or had a FDR < 1. 
11.2.9.2.4 Sample preparation 
Samples were reduced with 10 mM DTT at 65 °C for 15 minutes in 50 mM Tris pH 8.0 and 
alkylated with 15 mM iodoacetamide at room temperature in the dark for 30 minutes. This reaction 
was then quenched with an additional 10 mM DTT. Samples were diluted in 1 ml of 50 mM Tris 
pH 8.0 + 0.1 % sodium deoxycholate and 0.25 µg of Trypsin/LysC was added. The digestion was 
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carried over night at 37 °C with agitation. Samples were acidified with 2 % formic acid and purified 
by reversed phase SPE as described above.  
11.2.9.2.5 LC-MS analysis 
Acquisition was performed in positive mode with a TripleTOF 5600 (Sciex, Foster City, CA, 
USA) equipped with an electrospray interface with a 50 μm iD capillary and coupled to an Eksigent 
μUHPLC (Eksigent, Redwood City, CA, USA). Analyst TF 1.7 software was used to control the 
instrument and for data processing and acquisition. The source voltage was set to 5.1 kV and 
maintained at 225 °C, curtain gas was set at 27 psi, gas one at 12 psi and gas two at 2 psi. 
Acquisition was performed in MRM mode. The detailed transition, declustering potential and 
collision energy are reported in the table S1. Separation was performed on a reversed phase HALO 
C18 column 0.5 μm i.d., 2.7 μm particles, 50 mm long (Advance Materials Technology, 
Wilmington, DE) which was maintained at 50 °C. Samples were injected by loop overfilling into 
a 5 μL loop. For the 2.5 min LC gradient, the mobile phase consisted of the following solvent A 
(0.2 % v/v formic acid v/v in water) and solvent B (0.2% v/v formic acid in acetonitrile) at a flow 
rate of 25 μL/min.   
11.2.9.2.6 Peptide quantification 
Peptides were quantified with the MultiQuant software (Sciex, Foster City, CA, USA). Peak 
integration was manually inspected for each sample, as well as for each transition. The 
quantification of a peptide represents the sum of the area under the curve (AUC) from several 




Table S1: Detection details for peptide quantification 
Tableau 12 : Tableau Supplémentaire 1, Article 3 
Peptide sequence Q1 (m/z) 
MS/MS 
transition 




















11.2.9.3 Enzymatic assays 
Recombinant mMCP-4 (rmMCP-4) was produced in our facilities and activated with 
recombinant murine cathepsin C (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) as previously 
described [5]. Recombinant mMCP-4 was thawed and diluted to a concentration of 20 µg/ml in 
maturation buffer (50 mM MES, 0.1 % BSA, pH 5.5). Active murine cathepsin C was diluted to 
0.481 ng/ml in cathepsin C buffer (50 mM MES, 50 mM NaCl, 5 mM DTT, pH 5.5). Activation 
was performed by adding equal volumes of rmMCP-4 and cathepsin C, adding 50 µg/ml heparin 
and incubating 1 hour at RT. Chymase activation was stopped with N-ethylmaleimide (NEM) 
(3 mM) and diluted with assay buffer (20 mM Tris, 2M KCl, 0.02 % Triton X-100, pH 9.0) to 
bring the recombinant chymase concentration to 2 µg/ml, and 5 min was afforded to completely 
stop the cathepsin C-dependent reaction. The rmMCP-4 (0.61 and 3.03 ng) was pre-incubated with 
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either PBS or the chymase inhibitor TY-51469 (for a final concentration of 10 µM after substrate 
addition) at room temperature, then incubated with recombinant mouse insulin growth factor-1 
(rm-IGF-1, 1µg) or Big endothelin-1 (Big ET-1, 2.56 µg) in 21 µl for 20 minutes at 37 °C. The 
reaction was stopped with an equal volume of acetonitrile 20 % and formic acid 4% in water and 
the samples were frozen immediately. 
IGF-1 samples were then thawed and the buffer was neutralised. The samples were reduced 
with DTT, alkylated with iodoacetamide and then digested by trypsin overnight and purified by 
reverse-phase solid phase extraction as described above. LC-MS analysis was performed in 
positive mode with a TripleTOF 5600 system (Sciex, Foster City, CA, USA) and the results were 
quantified with the MultiQuant software (Sciex). The quantification represents the sum of the area 
under the curve from several transitions. 
Big ET-1 conversion to ET-1 (1-31) was measured by reverse-phase HPLC (Agilent 
Technologies, Montreal, QC, CAN) using a Zorbax DSC-18 column. Detection was performed 
with 214 nm ultraviolet light, and quantification was performed with the area under the curve. 
 
11.2.9.4 Tissue ET-1 measurement 
The lungs and left ventricle from WT and mMCP-4 KO mice were collected 1 and 3 days 
after surgery and frozen at -80 °C until further use. On day of measurement, the samples were 
homogenised in a chloroform-methanol solution (1:4) using a glass homogeniser on ice, water was 
added and the samples were centrifuged at 2500 g at 4 °C for 15 min. The aqueous phase was then 
collected and acidified with one volume of TFA 0.2 %. The samples were then purified on a DSC-
18 solid phase extraction column (Supelco, Bellefonte, PA, USA) and eluted with 60% ACN-
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0.1 % TFA. The resulting samples were then dried overnight and the IR-ET-1 was measured by 
ELISA (Quantikine ELISA, R&D Systems, Minneapolis, MN) according to the manufacturer’s 
instructions. 
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11.2.10  Supplementary Results 
 
Figure 34 : Figure Supplémentaire 1, Article 3 
Picrosirius staining of formalin-fixed hearts from WT and mMCP-4 KO mice 3 days post-AMI. 
No fibrosis sections (red staining) was detected inside the myocardium. Collagen was detected in 
the basal membrane of cardiac vascular walls, the pericardium and the endocardium. 
WT
mMCP-4 KO
0 0.5 1 1.5 2 2.5 mm
0 0.5 1 1.5 2 2.5 mm
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Figure 35 : Figure Supplémentaire 2, Article 3 
Figure S2: Analysis of the in vitro hydrolysis of IGF-1 (LC/MS/MS) and Big ET-1 (HPLC) by 
recombinant mMCP-4. In A, the results of recombinant mMCP-4 activity on murine IGF-1 are 
shown using trypsin-degradation products, with GFYFNKPTGYGSSIR coming from the 
complete IGF-1 sequence and GFYFNKPTGY coming from the mMCP-4-cleaved sequence. 
rmMCP-4 showed concentration-dependent, TY-51469-sensitive degradation of IGF-1, especially 
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with brackets, the analysed tryspin-digested product in bold and the cleavage site in increased type 
size. In C, the area under the curve (AUC) was measured for Big ET-1 and ET-1 (1-31) using 
HPLC at 214 nm detection. Increasing amounts of rmMCP-4 degrade Big ET-1. ET-1 (1-31) is 
the product of this hydrolysis at lower amounts of rmMCP-4, but higher concentrations of rmMCP-










12.1 Résumé des résultats 
Les résultats obtenus dans cette thèse illustrent l’importance de la chymase des tissus 
conjonctifs, la mMCP-4, dans le système cardiovasculaire de la souris. Nous avons d’abord montré 
le rôle de cette enzyme dans le métabolisme de la Big ET-1, le précurseur de l’ET-1 (HOUDE et 
al., 2013). Nous avons montré que la réponse hémodynamique à la Big ET-1, mais pas celle de 
l’ET-1 (1-31) ou l’ET-1, était diminuée dans ces souris, la réponse résiduelle étant insensible à 
l’inhibition des deux enzymes de la voie de l’ET-1 (1-31), la chymase (par le TY-51469) et la NEP 
(par le thiorphan), mais bloquée par le CGS 35066, inhibant l’ECE. Les souris mMCP-4-/- montrent 
aussi une plus faible conversion de la Big ET-1 en ET-1, ainsi qu’une plus faible production 
endogène d’ET-1 dans le poumon, in vivo.  
Nous avons aussi voulu évaluer le rôle de la mMCP-4 dans le développement de 
l’athérosclérose des souris ApoE-/- (HOUDE et al., 2016b). Dans un premier temps, nous avons 
croisé les souris ApoE-/- avec les souris mMCP-4-/- pour former des souris doublement modifiées, 
ApoE-/-/mMCP-4-/-. Ces souris, comme leurs congénères ApoE-/- et mMCP-4-/-, sont viables et 
fertiles, sans désordre de développement visible. L’absence de la mMCP-4 a réduit la progression 
des plaques athéromateuses des souris ApoE-/- en diète normale à 27 semaines. Par contre, 
l’étendue des lésions n’a pas été modifiée lors d’un traitement plus agressif (diète athérogène) ni 
chez les souris plus âgées, suggérant un rattrapage des lésions athéromateuses chez les souris 
mMCP-4-/- après un départ plus lent. L’antagoniste des récepteurs de l’ET-1, le macitentan, lui, a 
réduit l’étendue des lésions autant chez les souris en diète normale qu’en diète athérogène. Dans 
la lésion de l’artère brachiocéphalique, nous n’avons pas pu détecter de signes de rupture tel que 
rapporté précédemment (JOHNSON et al., 2005). Le macitentan a eu un effet modeste sur les 
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lésions, réduisant la taille des régions délipidées lors de l’histologie, signe de plus petits dépôts 
lipidiques. La répression de la mMCP-4 a eu un impact plus important, semblant renforcer le cap 
fibreux autour de la lésion pour la rendre plus résistante aux ruptures. Les dépôts lipidiques 
semblent aussi réduits et la matrice plus dense dans la lésion, contribuant à renforcer la plaque. 
Ainsi, si la répression de la mMCP-4 ne change pas l’étendue des lésions en athérosclérose 
avancée, elle pourrait tout de même stabiliser les plaques avancées et aider à prévenir les ruptures 
pouvant mener à des complications. 
Une de ces complications, à la rupture de plaques dans les artères coronariennes, est l’infarctus 
du myocarde. Nous avons induit un infarctus chez la souris mMCP-4-/- par la ligature irréversible 
de l’artère coronaire descendante antérieure gauche (LAD) (HOUDE et al., (manuscrit soumis)). 
Les souris mMCP-4-/- ont présenté un avantage de survie marqué sur 28 jours. Une seule souris est 
décédée sur quinze, alors que plus de la moitié des 15 souris WT sont mortes, entre 3 et 8 jours 
après la chirurgie. Toutes les souris WT décédées montraient des signes de rupture ventriculaire 
lors de leur autopsie, alors que la souris mMCP-4 KO qui n’a pas complété l’étude de survie n’en 
a pas montré. Nous avons donc choisi de faire nos expériences subséquentes 3 jours après 
l’infarctus, afin de pouvoir étudier les fonctions cardiaques sur toutes les souris du protocole et 
non seulement les souris survivantes. Après 3 jours, les animaux ayant subi un infarctus ont tous 
montré une augmentation du volume ventriculaire (systolique et diastolique) ainsi qu’une 
diminution de la fraction d’éjection. Par contre, ces changements ont été significativement moins 
marqués chez les souris mMCP-4-/-. De plus, les souris infarcies WT, mais pas les mMCP-4-/-, ont 
montré une augmentation de leur consommation cardiaque de glucose. La carte polaire du cœur 
produite par la TEP permet de montrer que l’aire infarcie est réduite dans les souris mMCP-4-/-. 
Trois jours après la chirurgie, les cœurs des souris sont hypertrophiés comparativement aux souris 
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SHAM, sans différence entre les souris WT et mMCP-4-/-. L’analyse histochimique de cœurs 
prélevés et conservés dans la formaline révèle que les changements induits dans la paroi du 
ventricule gauche par l’infarctus sont moins prononcés dans les souris mMCP-4-/-, avec un 
amincissement de la paroi nettement moins important, contribuant à garder l’intégrité du mur 
ventriculaire et potentiellement prévenir sa rupture. Par contre, aucune fibrose intra-murale n’a été 
détectée dans les deux types de souris. L’analyse glycoprotéomique des cœurs infarctés a aussi 
révélé un substrat de chymase intéressant qui est augmenté dans les souris mMCP-4-/-, 
l’apolipoprotéine A1, un facteur considéré protecteur. L’induction de l’infarctus n’a pas modifié 
significativement les niveaux d’ET-1 cardiaque des souris WT ou mMCP-4-/- 1 ou 3 jours après 
l’infarctus. Par contre, les niveaux d’ET-1 pulmonaires ont augmenté significativement dans les 
souris WT, mais pas mMCP-4-/-, 1 jour après l’infarctus. Ces résultats montrent un rôle bénéfique 
de la répression de la chymase en situation d’infarctus du myocarde chez la souris. 
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12.2 Le rôle de la mMCP-4 dans l’activité de la Big ET-1 chez la souris 
L’existence du précurseur de l’ET-1, la Big ET-1, a été suggérée dès la découverte du peptide 
par l’analyse de la séquence de l’ARNm de l’ET-1, révélant une séquence de 38 acides aminés 
flanqués de paires d’acides aminés basiques (YANAGISAWA et al., 1988). Cette caractéristique 
suggérait le clivage d’un long précurseur, la proET-1, par une proprotéine convertase, action 
confirmée pour la furine (DENAULT et al., 1995) et la proprotéine convertase 7 (BLAIS et al., 
2002). La recherche fut alors lancée pour trouver l’enzyme convertissant la Big ET-1 en ET-1 
biologiquement actif. 
La Big ET-1 est convertie en ET-1 par la chymotrypsine au 2e stade d’un clivage en trois 
étapes. Le lien Tyr31-Gly32 de la Big ET-1 est d’abord hydrolysé, formant un intermédiaire de 31 
acides aminés, l’ET-1 (1-31). La chymotrypsine clive ensuite le lien Trp21-Val22 de cet 
intermédiaire, formant l’ET-1. Limitant l’importance physiologique de cette voie, la réaction se 
poursuit alors que la chymotrypsine clive le lien Tyr13-Phe14 pour dégrader l’ET-1 (TAKAOKA 
et al., 1990). De plus, comme la chymotrypsine est une enzyme intestinale, son importance dans 
la synthèse de l’ET-1 vasculaire est minimale. Néanmoins, cette étude a permis de suggérer qu’une 
enzyme possédant une activité de type chymotrypsine pouvait contribuer à la synthèse de l’ET-1 
in vivo. 
La découverte de l’ECE a montré que c’est une métalloprotéase membranaire au zinc. Des 
indices de synthèse de l’ET-1 indépendante de l’ECE sont cependant apparus très tôt après la 
découverte de l’ET-1. Ainsi, la première étude suggérant un rôle des métalloprotéases 
membranaires a montré des différences d’inhibition entre le phosphoramidon et le thiorphan dans 
la conversion de la Big ET-1 en ET-1 chez le porc. Ceci montre que l’ECE est distincte de la NEP, 
tout en illustrant un rôle de cette dernière dans la synthèse de l’ET-1. Un inhibiteur de protéase à 
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sérine ciblant les enzymes à activité tryptique, la leupeptine, était inefficace (MCMAHON et al., 
1991, MURAMATSU et al., 2000). Le rôle d’une protéase à sérine mastocytaire de type 
chymotrypsine, la chymase, a ensuite été suggéré dans les poumons de rat (WYPIJ et al., 1992).  
L’action spécifique de la chymase sur la Big ET-1 a ensuite été décrite par deux groupes 
indépendants. La chymase clive la Big ET-1 au lien Tyr31-Gly32, mais contrairement à la 
chymotrypsine, ne clive pas le lien Trp21-Val22 qui active le peptide (HANSON et al., 1997, 
NAKANO et al., 1997). Des résultats publiés récemment par notre laboratoire confirment ce 
résultat, montrant que la chymase humaine et la mMCP-4, synthétisées in vitro par expression 
recombinante, ne produisent que l’ET-1 (1-31) à partir de la Big ET-1 in vitro (SEMAAN et al., 
2015). Nous avons utilisé cette conversion comme contrôle lors de l’étude de la dégradation de 
l’IGF-1 par la mMCP-4 recombinante. En augmentant la concentration de chymase par rapport à 
l’étude de Semaan et collaborateurs, un clivage non-spécifique peut se produire, potentiellement 
au lien Tyr13-Phe14 comme le fait la chymotrypsine (TAKAOKA et al., 1990). Une forte 
concentration de la chymase dégrade donc la Big ET-1 au lieu de la convertir en ET-1 (1-31) et en 
ET-1. 
Les souris mMCP-4-/- sont viables et fertiles, ne présentant pas de défauts majeurs de 
développement (TCHOUGOUNOVA et al., 2003), contrastant avec les souris ECE-1-/- 
(YANAGISAWA et al., 1998). La contribution de la mMCP-4 à la synthèse de l’ET-1 n’est donc 
pas indispensable au développement du fœtus de souris. Leur phénotype varie des souris WT par 
leur matrice plus dense dans l’oreille (TCHOUGOUNOVA et al., 2003) ainsi qu’un défaut dans 
la perméabilité et l’homéostasie de l’épithélium intestinal, résultant d’un défaut dans l’expression 
d’une protéine de jonction cellule-cellule, la claudine-3 (GROSCHWITZ et al., 2009). Comme ce 
dernier article, nos résultats montrent que la pression artérielle basale ainsi que les niveaux 
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vasculaires endogènes d’ET-1 des souris mMCP-4-/- ne sont pas différents de ceux des souris WT, 
autant dans les animaux anesthésiés (non-montré) que les souris conscientes instrumentées. La 
variation des niveaux endogènes vasculaires d’ET-1 peut causer l’hypertension (RAUTUREAU 
et al., 2015) ou l’hypotension (KISANUKI et al., 2010). Notre étude indique donc que la mMCP-4 
ne participe pas à la régulation des niveaux d’ET-1 vasculaires et de la pression artérielle moyenne 
chez la souris saine. 
La répression de l’ET-1 spécifiquement dans les cellules épithéliales du tubule collecteur 
résulte en une rétention sodée et une hypertension (GE et al., 2006, KOHAN et al., 2011), 
expliquant probablement une partie du phénotype hypertendu observé dans les souris ET-1+/- 
(KURIHARA et al., 1994). Bien que la mesure de l’ET-1 du rein au complet n’est probablement 
pas assez sensible pour détecter une baisse qui serait spécifique au tubule collecteur, nos résultats 
dans le rein contribuent à expliquer l’absence de changement de pression artérielle basale dans nos 
souris. Les mastocytes, et leurs protéases, sont d’ailleurs peu présents dans le rein, résidant 
principalement dans la capsule rénale et migrant vers l’intérieur du rein en situation pathologique 
(MADJENE et al., 2015). Dans nos expériences, la capsule rénale a été retirée lors du prélèvement 
tissulaire, limitant potentiellement les niveaux d’ET-1 dépendant de la mMCP-4 dans nos dosages.  
Le poumon est l’organe où la concentration tissulaire d’ET-1 est la plus élevée, contenant 
40 % de toutes les cellules endothéliales vasculaires de l’organisme et est très riche en 
métalloprotéases vasculaires comme la NEP (MILNOR, 1989, BARANIUK et al., 1995). 
Paradoxalement, cet organe ne semble pas être affecté par l’absence d’ET-1 chez la souris 
(KURIHARA et al., 1994). C’est aussi le système cible (avec le ventricule droit cardiaque) pour 
l’indication clinique principale des antagonistes des récepteurs de l’endothéline actuellement sur 
le marché, l’hypertension artérielle pulmonaire (MCLAUGHLIN et al., 2015). Nos résultats 
 236 
montrent une diminution des taux endogènes d’ET-1 pulmonaires de souris en santé. Comme 
l’activité des mastocytes et de la chymase est augmentée dans les modèles d’hypertension 
pulmonaire (KOSANOVIC et al., 2014), l’inhibition de la chymase pourrait être bénéfique pour 
traiter cette maladie, comme le montrent déjà des modèles précliniques de la pathologie 
(BARTELDS et al., 2011, KOSANOVIC et al., 2015). 
Nos résultats montrent que la répression de la chymase ne change pas l’expression des 
récepteurs endothélinergiques ou de la NEP dans la vasculature de la souris. Par contre, la réponse 
vasoconstrictrice de la Big ET-1 est significativement réduite. Le TY-51469 a produit le même 
effet que la délétion de la mMCP-4 dans les souris WT, sans avoir le moindre impact sur la réponse 
résiduelle à la Big ET-1 dans les souris mMCP-4-/-, illustrant que cette enzyme est responsable de 
l’activité chymase dans la synthèse de la Big ET-1 (SIMARD et al., 2009).  
L’ET-1 (1-31) doit être converti en ET-1 pour exercer une activité in vivo (HONORE et al., 
2002, FECTEAU et al., 2005, TIRAPELLI et al., 2006). Contrairement à ceux obtenus dans les 
souris de type sauvage, nos résultats montrent que les souris mMCP-4-/- ne sont pas sensibles à 
l’inhibition de la NEP par le thiorphan suite à l’administration systémique de la Big ET-1 et 
qu’elles ne produisent pas d’ET-1 (1-31) impliqué dans la réponse hémodynamique du précurseur 
de 38 résidus. Le thiorphan et le TY-51469 ciblent donc la même voie, l’axe chymase-NEP de la 
conversion de la Big ET-1 en ET-1. L’autre axe de la synthèse d’ET-1, l’ECE, a été bloqué par le 
CGS 35066 à une dose n’affectant pas la NEP (JENG et al., 2000, TRAPANI et al., 2000). Ainsi, 
à une dose de Big ET-1 induisant une réponse moyenne chez la souris, sa conversion en ET-1 est 
partagée environ à égalité entre l’ECE et la voie chymase-NEP. 
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Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus précédemment avec des inhibiteurs non 
spécifiques de la chymase (SIMARD et al., 2009). Les inhibiteurs utilisés dans cette étude étaient 
le chymostatin et le Suc-Val-Pro-PheP(OPh)2. Ce dernier est un inhibiteur de protéases à sérine de 
type chymotrypsine, telles la chymotrypsine, la chymase et la cathepsine G (OLEKSYSZYN & 
POWERS, 1991) alors que le chymostatin ajoute à cette liste des cystéines protéases et élastases 
(LIBBY & GOLDBERG, 1980, MURAMATSU et al., 2000). Notre étude a confirmé le rôle de la 
chymase dans la réponse hémodynamique à la Big ET-1 avec un inhibiteur spécifique, le 
TY-51469 (PALANIYANDI et al., 2007). De plus, nous avons identifié l’isoforme de la chymase 
impliqué en utilisant les souris mMCP-4-/-, précisant ainsi le travail accompli précédemment dans 
le laboratoire (SIMARD et al., 2009).  
Nous avons aussi montré une diminution significative de la conversion de la Big ET-1 
exogène en ET-1 (1-31) et en ET-1 plasmatique, alors que la conversion de l’ET-1 (1-31) exogène 
en ET-1 reste inchangée, chez les souris mMCP-4-/-. Les niveaux d’ET-1 plasmatiques détectés 
correspondent à l’inhibition de la réponse vasopressive à la Big ET-1 dans les souris mMCP-4-/-. 
Cependant, ces souris sont toujours en mesure de produire de l’ET-1 (1-31) suite à l’administration 
de Big ET-1. De plus, les inhibiteurs d’enzyme de type chymotrypsine sont plus efficaces que la 
répression de mMCP-4 pour réduire la production d’ET-1 (et d’ET-1 (1-31)) chez la souris suite à 
l’administration de Big ET-1 (SIMARD et al., 2009). Nos résultats suggèrent donc que d’autres 
enzymes que la mMCP-4 peuvent être impliquées dans la synthèse de l’ET-1 par la voie de l’ET-1 
(1-31), sans toutefois avoir d’effet observable sur la réponse hémodynamique. L’expression de la 
mMCP-1, chymase des mastocytes mucosaux, n’est pas augmentée dans les organes des souris 
mMCP-4-/-. Elle est aussi sensible aux inhibiteurs de chymase. Sa localisation ne laisse toutefois 
pas croire qu’elle pourrait être impliquée dans le métabolisme de la Big ET-1 administrée de façon 
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intraveineuse (PEJLER et al., 2010). L’activité du produit du gène CMA1 chez la souris, la 
mMCP-5, a d’abord été rapportée comme étant élastatique (KUNORI et al., 2002, KARLSON et 
al., 2003), et sa sensibilité aux inhibiteurs de chymase n’a jamais été évaluée spécifiquement. 
Cependant, une étude récente suggère que la mMCP-5, en liaison avec l’héparine-serglycine, 
possède aussi une activité de type chymase, ou tout au moins partage des substrats avec la chymase 
humaine et la mMCP-4 (STEVENS et al., 2017). Une autre enzyme potentielle est l’élastase-2 
pancréatique de type chymotrypsine (CELA2A, chymotrypsin-like elastase family member 2A). 
Cette enzyme est présente au niveau vasculaire et peut contribuer à l’activité de l’Ang-I par son 
action de type chymotrypsine, à l’image de la chymase (BECARI et al., 2005). Il n’existe par 
contre aucune donnée suggérant que la mMCP-1, la mMCP-5 ou l’élastase-2 pancréatique clive la 
Big ET-1, et l’action de(s) enzyme(s) chymotryptique(s) impliquée(s) dans la synthèse de l’ET-1 
(1-31) plasmatique ne semble pas avoir d’impact sur la réponse vasopressive. 
La MMP-2 peut aussi métaboliser la Big ET-1 en clivant le lien Gly32-Leu33, produisant l’ET-1 
(1-32). Ce peptide possède une activité vasoconstrictrice in vitro révélée par l’absence de 
l’endothélium (FERNANDEZ-PATRON et al., 1999). Son mode d’action n’est pas déterminé, 
mais l’action d’une carboxypeptidase pourrait le transformer en ET-1 (1-31). La NEP pourrait 
aussi potentiellement le transformer directement en ET-1. Dans notre étude, par contre, cette action 
n’aurait aucun rôle dans l’activité vasopressive de la Big ET-1. De plus, aucune production d’ET-1 
(1-31) n’a été mesurée in vitro dans les tissus traités avec le TY-51469 ou issus des souris 
mMCP-4-/-. Les essais ont été effectués dans les fractions solubles, donc l’ECE et la NEP étaient 
absentes, expliquant l’absence de production d’ET-1 dans ces essais (JAMAIN, 2011, HOUDE et 
al., 2013). La chymase ne produit pas d’ET-1 directement non plus (SEMAAN et al., 2015). Par 
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contre, la MMP-2 est une enzyme soluble comme la chymase et pourrait donc se trouver dans nos 
essais. Nous n’avons toutefois pas détecté par HPLC de production d’ET-1 (1-32).  
L’action de la chymase sur la Big ET-1, et l’activité de l’ET-1 (1-31), a fait l’objet de plusieurs 
études (voir Tableaux 3 à 6), mais peu de travaux ont été effectués sur l’importance de cette voie 
de synthèse de l’ET-1 in vivo depuis la découverte de la présence significative d’ET-1 tissulaire 
dans les fœtus de souris ECE-1-/-/ECE-2-/- (YANAGISAWA et al., 2000). Nos résultats, combinés 
avec ceux obtenus par Simard et collaborateurs en 2009, montrent l’importance capitale de la 
mMCP-4 dans la production d’ET-1 indépendant de l’ECE chez la souris (SIMARD et al., 2009). 
Comme le montrent les deux autres manuscrits de cette thèse, elle a aussi un rôle dans 2 pathologies 
cardiovasculaires dans lesquelles l’ET-1 est impliquée. 
 
12.3 La répression de la mMCP-4 et l’antagonisme des récepteurs de l’endothéline en 
athérosclérose chez la souris 
Nous avons observé une diminution de l’étendue des lésions aortiques chez les souris 
mMCP-4-/- dans les premiers stades de la pathologie, mais ce retard est rattrapé lorsque le 
traitement athérogène est plus agressif (27 semaines, diète Western) ou lorsque les souris sont plus 
vieilles (52 semaines, diète normale). Ces résultats suggèrent que l’absence de la mMCP-4 joue 
un rôle au début du développement de l’athérome pour retarder son apparition visible. La chymase 
peut modifier le profil lipidique en dégradant l’ApoA1, ApoA2 et l’ApoE (LINDSTEDT et al., 
1996, LEE et al., 2002), jouant donc potentiellement un rôle dans la composition des lipoprotéines 
pénétrant dans l’intima. La chymase empêche aussi l’efflux du cholestérol hors des macrophages 
et réduit l’activité anti-inflammatoire de l’ApoA1 (LEE-RUECKERT et al., 2011, NGUYEN et 
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al., 2016). Ainsi, la répression de la chymase pourrait diminuer la rétention des LDL dans l’intima 
vasculaire. Par contre, le modèle athérosclérotique utilisé, la souris ApoE-/-, est sévèrement 
hyperlipidémique. Il est donc possible que l’absence de la chymase ne soit pas en mesure de contrer 
cet « assaut » de cholestérol dans l’intima. De plus, la concentration de HDL dans les souris 
ApoE-/- est déjà diminuée de 45 % (ZHANG et al., 1992). L’impact de la répression de la chymase 
pourrait donc être déjà réprimé puisque ses cibles sont déjà réduites.  
Les souris ont bien absorbé le macitentan administré par voie orale volontaire. Leur prise de 
la gelée était vérifiée de façon visuelle. De plus, 24 heures après leur dernière dose, le plasma a 
été prélevé et le macitentan dosé par spectrométrie de masse avec son métabolite actif, le 
ACT-132577 (IGLARZ et al., 2008). Le macitentan est encore détectable 24 heures après sa 
dernière administration, mais l’ACT-132577 est présent en quantités 15 fois plus grandes, 
montrant la grande durée d’action que le macitentan peut démontrer grâce à son métabolite actif. 
Contrairement à la répression systématique de la mMCP-4, le traitement au macitentan n’a été 
commencé qu’à la semaine 21. À cet âge dans les souris ApoE-/- en diète normale, la réactivité 
plaquettaire est affectée et l’effet anti-agrégation de l’ET-1 est déjà aboli (HOUDE, 2010), 
montrant que la progression de la maladie est déjà débutée, surtout en diète athérogénique 
(JAWIEN et al., 2004). Nous n’avons pas effectué de marquage au Sudan IV à ce moment précis 
pour déterminer si le macitentan réduisait un développement des lésions se déroulant entre les 
semaines 21 et 27, ou s’il contribuait à résorber les lésions. Le Sudan IV est un marqueur des 
lipides ; il ne peut faire une distinction claire entre une lésion grasse réversible et un athérome 
avancé, même si la présence d’un cap fibreux peut potentiellement modifier son marquage (les 
lésions de la crosse aortique sont marquées différemment des lésions abdominales, par exemple). 
Nous avons utilisé le macitentan car son profil lipophile l’aide à cibler les tissus et, selon notre 
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hypothèse, les régions riches en lipides comme la plaque athéromateuse (IGLARZ et al., 2008, 
BOLLI et al., 2012). L’antagonisme d’ETA réduit la progression de l’athérosclérose précoce dans 
les artères coronaires humaines (RAICHLIN et al., 2008, RERIANI et al., 2010). Notre étude 
montre que l’antagoniste mixte macitentan peut réduire la progression de l’étendue des lésions 
athérosclérotiques chez la souris dont l’athérosclérose n’est pas très avancée (JAWIEN et al., 
2004), par exemple en réduisant la capture de LDL dans la paroi vasculaire et en activant la 
chimiotaxie des monocytes vers la lésion (BARTON et al., 1998). 
Les lésions des souris ApoE-/- dépassement rarement le stade du cap fibreux et de la 
calcification. Par exemple, ces souris ne souffrent pas d’accidents vasculaires cérébraux ou 
d’infarctus du myocarde (JACKSON, 2007). Elles peuvent parfois présenter un anévrisme aortique 
abdominal, développement grandement favorisé par l’administration chronique d’Ang-II 
(DAUGHERTY & CASSIS, 2004). 
Par ailleurs, l’ABC est un petit embranchement vasculaire, le premier sortant de la crosse 
aortique, subissant des flots sanguins très forts et turbulents. C’est un endroit où l’athérome se 
forme très rapidement chez la souris ApoE-/- et où des signes de rupture, comme des caps fibreux 
enfouis, des signes d’hémorragie intra-plaque sont présents (JOHNSON et al., 2005, JACKSON 
et al., 2007). Nous avons donc décidé d’utiliser cette petite artère de 2 mm de longueur chez la 
souris pour étudier l’impact de nos traitements sur la progression de la plaque avancée et sa stabilité 
dans les souris âgées de 27 semaines et traitées avec la diète athérogénique. 
Nous n’avons pas observé de signes de rupture dans les lésions de l’ABC de nos souris, 
qu’elles soient traitées avec le véhicule, le macitentan ou réprimées pour la mMCP-4. Cette 
observation est en contraste avec l’étude de Johnson et collaborateurs mentionnée plus haut, et 
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constitue potentiellement un argument de plus pour l’étude de la rupture des athéromes en utilisant 
des stimuli additionnels d’origine mécanique ou chimique additionnels (BOT et al., 2007). Le 
marquage au Masson-Trichrome montre une grande lésion, typique des athéromes de l’ABC, qui 
n’a pas été réduite en taille par nos traitements de façon visible. Le macitentan a plus contribué à 
réduire l’étendue des lésions dans l’aorte qu’à ralentir la progression de la lésion de l’ABC. L’ET-1 
joue un rôle important dans le développement de l’athérosclérose, par le récepteur ETA et 
potentiellement par le récepteur ETB aussi, dont l’expression est augmentée considérablement 
(BOHM & PERNOW, 2007). Peu d’études ont évalué les effets de l’antagonisme des récepteurs 
à l’endothéline sur le développement de l’athérosclérose, outre celles mesurant la dysfonction 
endothéliale (PERNOW et al., 2012). En vue des effets de l’atrasentan, antagoniste ETA, sur la 
progression de l’athérosclérose coronaire humaine (RAICHLIN et al., 2008, YOON et al., 2013) 
et de souris (BARTON et al., 1998), il reste à voir si l’antagonisme sélectif ETA est préférable à 
l’antagonisme mixte des récepteurs de l’endothéline en athérosclérose. 
La répression de la mMCP-4 a montré des signes plus encourageants pour la stabilisation de 
l’athérome. Leur cap fibro-musculaire, par exemple, suggère une lésion moins sensible aux 
protéases qui dégradent le cap et causent la rupture. La présence de cellules musculaires lisses 
semble aussi augmentée. Si elles sont signe d’une lésion assez avancée, elles aident aussi à 
synthétiser le cap fibreux et à stabiliser la plaque. Ces résultats concordent avec une étude 
précédente de Bot et collaborateurs montrant que l’inhibition de la chymase stabilise les plaques 
athéromateuses soumises à une activation des mastocytes chez la souris ApoE-/- (BOT et al., 2011). 
La répression de l’activité de la chymase peut augmenter la stabilité de la plaque de plusieurs 
façons, comme l’inhibition de l’activation des MMP-2 et -9 ainsi que l’augmentation de la survie 
des CMLV et cellules endothéliales (JOHNSON et al., 1998, LESKINEN et al., 2003, 
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LINDSTEDT et al., 2004, HEIKKILA et al., 2008). L’inhibition de la chymase et la répression 
génique de la mMCP-4 peut aussi ralentir le développement de l’anévrisme aortique abdominal 
chez la souris ApoE-/- en diète athérogénique et infusée chroniquement avec l’Ang-II, suggérant 
un rôle sur l’activité de ce peptide autant que sur sa production dans la lésion (IHARA et al., 1999, 
INOUE et al., 2009, SUN et al., 2009). 
Nos résultats montrent que le macitentan ou l’absence de la mMCP-4 peuvent tous les deux 
réduire l’étendue des lésions dans la souris athérosclérotique ApoE-/-, quoique l’effet de la 
répression de la mMCP-4 soit perdu avec la progression de la maladie. Par contre, l’inhibition de 
la chymase peut être utile pour empêcher les évènements déstabilisant la plaque et ainsi prévenir 
les complications. 
 
12.4 L’infarctus du myocarde dans la souris mMCP-4-/- 
Une des complications de la rupture de la lésion athérosclérotique dans les artères 
coronariennes est l’infarctus du myocarde. Or, cette complication est absente chez la souris 
ApoE-/-, même âgée et en diète athérogénique. Afin d’étudier l’impact de la répression de la 
chymase sur l’infarctus du myocarde chez la souris, nous avons donc procédé à la ligature 
irréversible de l’artère coronaire antérieure descendante gauche (LAD) dans les souris mMCP-4-/-. 
Chez l’être humain, le protocole clinique standard de traitement d’un infarctus du myocarde 
implique la reperfusion immédiate du muscle cardiaque afin de limiter l’hypoxie. Les tissus 
ischémiques répondent à l’hypoxie afin d’aider à leur survie, mais le retour de l’oxygène dans le 
tissu rend ces facteurs nocifs pour la survie des cardiomyocytes. Ainsi, dans le modèle d’IR, 
l’ischémie est induite par une ligature de l’artère coronaire LAD durant entre 30 et 60 minutes qui 
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est ensuite relâchée pour mener à la reperfusion. Si ce modèle reflète la situation clinique d’un 
point de vue de séquences d’évènements, il ne reproduit pas bien la gravité de l’infarctus. Les 
souris soumises à l’IR du myocarde montrent de faibles taux de mortalité comparativement aux 
souris soumis à l’infarctus du myocarde aigu (IMA). Les dommages à la paroi ventriculaire sont 
aussi nettement moins importants. Dans ce modèle, l’influx de cellules inflammatoires comme les 
neutrophiles est en fait plus élevé qu’en ischémie irréversible. L’activation des myofibroblastes et 
la synthèse de collagène sont plus élevées en IMA, montrant le besoin de remplacer plus de tissu 
(VANDERVELDE et al., 2006). De plus, l’absence d’un système immunitaire efficace réduit 
presque totalement la dysfonction cardiaque causée par l’IR, montrant le peu de réponse des 
cardiomyocytes eux-mêmes à une hypoxie durant moins de 1 heure (VAN ZUYLEN et al., 2015). 
Le système immunitaire joue tout de même un rôle important lors de l’IMA (PRABHU & 
FRANGOGIANNIS, 2016).  
Nous avons choisi d’effectuer nos expériences 72 heures après la chirurgie, afin d’intégrer 
toutes les souris WT et non seulement celles présentant de meilleurs pronostics. À cette période, 
l’infarctus est encore dans un stade inflammatoire. La période de mortalité des cardiomyocytes 
achève, et les tissus sont nettoyés des débris cellulaires et matriciels causés par l’ischémie. Cette 
inflammation est nécessaire pour la transition vers les phases prolifératives et de réparation, mais 
la production de tissu cicatriciel n’est pas encore visible (PRABHU & FRANGOGIANNIS, 2016). 
L’activité chymase est aussi à son apogée 72 heures après l’induction de l’IMA chez le hamster 
(JIN et al., 2001). 
L’infarctus a causé une dilatation importante du ventricule gauche dans les 2 génotypes de 
souris. Par contre, cette dilatation est demeurée moins importante dans les souris mMCP-4-/-. La 
fraction d’éjection du ventricule gauche a été diminuée de la même façon. L’inhibition 
 245 
pharmacologique de la chymase chez le hamster a donné le même résultat 72 heures après la 
ligature de l’artère coronaire LAD, accompagné d’une meilleure contractilité ventriculaire (JIN et 
al., 2003). Ainsi, l’inhibition de l’activité de la chymase protège la fonction cardiaque pendant la 
période inflammatoire suivant l’infarctus du myocarde chez les rongeurs.  
Un avantage de la technologie de la TEP avec le 18F-FDG est la possibilité de mesurer la taille 
de l’infarctus in vivo (STEGGER et al., 2006) ainsi que la consommation de glucose du cœur 
(MABROUK et al., 2012). Le myocarde peut utiliser le glucose autant que les acides gras comme 
source d’énergie, qui sont à l’équilibre. La consommation des acides gras demande plus d’oxygène 
à cause d’un « gaspillage » lors de la respiration mitochondriale. Ainsi, en hypoxie, les 
cardiomyocytes consomment une plus grande proportion de glucides, plus économique en 
oxygène, en tant que source d’énergie. Le glucose peut aussi entrer dans la synthèse d’ATP 
anaérobique. La région infarcie consomme donc plus de glucose que la région toujours irriguée, 
entraînant une hausse de la consommation cardiaque de glucose (STANLEY et al., 2005). La TEP 
avec le 18F-FDG permet de détecter cette hausse de consommation de glucose, mais l’équilibre 
n’est pas estimable car la consommation d’acides gras n’est pas mesurable avec ce radio-marqueur. 
L’infarctus a significativement augmenté la consommation cardiaque de glucose chez les souris 
WT, mais pas du tout chez les souris mMCP-4-/-. Ce résultat peut révéler un état plus avancé de 
l’infarctus chez les souris WT, car le changement de métabolisme des acides gras vers le glucose 
n’arrive pas toujours dès le début de l’ischémie (STANLEY et al., 2005). Une autre possibilité 
réflète une activité inflammatoire plus intense chez les souris WT, qui causerait une augmentation 
de la consommation de glucose sans diminuer celle de lipides par les cardiomyocytes. Par contre, 
sans mesure de la consommation d’acides gras et sans mesure de l’inflammation, nous ne pouvons 
déterminer si c’est le cas dans notre étude. 
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La répression de la mMCP-4-/- a entraîné une diminution de la taille de la zone infarcie après 
la ligature de l’artère coronaire LAD. Comme mentionné plus haut, nos autres marqueurs pour 
mesure l’efficacité de la chirurgie montrent que ces souris ont subi une ligature aussi efficace que 
les souris WT. Cette diminution de la taille de la zone infarcie contraste avec les résultats observés 
avec des inhibiteurs de chymase dans l’IMA chez le hamster (JIN et al., 2002, HOSHINO et al., 
2003, JIN et al., 2003) et le chien (JIN et al., 2004). Cette dernière étude n’a mesuré la taille de 
l’infarctus que 8 heures après la ligature de l’artère coronaire LAD. Des traitements réduisant la 
zone infarcie sont possibles et prouvent que le développement de la zone infarcie peut être modulé 
même en situation de ligature permanente (BAR et al., 2014, SHINDO et al., 2016). De plus, 
contrairement aux inhibiteurs pharmacologiques, notre modèle ne dépend pas de la perfusion du 
myocarde pour l’accès aux mastocytes. L’inhibition pharmacologique de la chymase réduit la taille 
de l’infarctus dans d’autres modèles d’insuffisance cardiaque, comme l’ischémie-reperfusion chez 
le cochon (OYAMADA et al., 2011). La répression de la mMCP-4 réduit aussi la zone infarcie 
chez la souris après l’IR (TEJADA et al., 2016). L’inhibition de l’activité de la chymase pourrait 
réduire la nécrose provenant de l’inflammation, aidant à réduire la propagation de la zone infarcie 
vue en TEP. L’étude dans le modèle porcin a aussi montré une réduction dans le ratio aire de 
nécrose/aire à risque, tout en détectant une diminution de l’apoptose dans l’aire à risque, dans le 
groupe traité avec l’inhibiteur de chymase TY-51469, illustrant le rôle promouvant la survie de la 
répression de l’activité de la chymase (OYAMADA et al., 2011).  
L’IMA a causé la mortalité de 60 % des souris WT qui ont subi cette chirurgie. Ces données 
sont en accord ou légèrement supérieures avec d’autres études utilisant le même modèle (BAR et 
al., 2014, SHINDO et al., 2016). De plus, le délai de mortalité suite à l’induction de l’IMA, menant 
à des décès principalement dans la première semaine après la chirurgie, correspond à ce qui est 
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observé dans la littérature (UNSOLD et al., 2014). À la conclusion de la courbe de survie, la 
chirurgie a créé une hypertrophie cardiaque prononcée autant chez les souris qui sont décédées 
que les souris ayant complété les 4 semaines du protocole, montrant que la chirurgie a induit un 
infarctus fiable et constant parmi toutes les souris du groupe. La répression de la mMCP-4 a 
presque complètement renversé cette mortalité, avec une seule souris étant décédée après toutes 
les souris WT qui n’ont pas complété le protocole de survie. La surexpression d’une chaperone 
musculaire, la melusine, réduit les risques de rupture ventriculaire et augmente la survie suite à 
l’IMA (UNSOLD et al., 2014). Ce mécanisme pro-survie est partagé par les souris déficientes 
pour l’ectonucléotidase CD39 (SUTTON et al., 2017). Dans notre étude, l’absence de la mMCP-4 
a réduit l’amincissement de la paroi libre du ventricule gauche causé par l’infarctus. Ce phénomène 
est peut-être à l’origine de l’absence de rupture ventriculaire chez ces souris suite à l’IMA, alors 
que c’est la cause de mortalité de toutes les souris WT qui n’ont pas complété la courbe de survie.  
La présence de la chymase est augmentée dans la région infarcie des cœurs humains 
(DAEMEN & URATA, 1997). Dans l’infarctus humain et dans le modèle de hamster, on observe 
une augmentation du nombre de mastocytes exprimant la chymase, principalement dans 
l’adventice des artères coronaires dans la région infarcie (LAINE et al., 1999). L’étude de Ngkelo 
et collaborateurs, mentionnée plus haut, indique l’intérêt de cibler des protéases mastocytaires 
spécifiques plutôt que le type cellulaire entier, afin de protéger l’action protectrice de la tryptase 
sur les cardiomyocytes (NGKELO et al., 2016). Ainsi, différents inhibiteurs de chymase (BCEAB, 
TEI-E548 et NK3201) ont pu augmenter la survie suite à l’IMA chez le hamster (JIN et al., 2002, 
HOSHINO et al., 2003, JIN et al., 2003). Dans notre modèle, l’expression de la mMCP-4 est 
entièrement réprimée de façon constitutive, donc son activité est déjà absente avant l’induction de 
l’IMA. Par contre, le traitement avec le NK3201 augmente la survie des hamsters même si son 
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administration commence 1 jour après la chirurgie (légèrement moins efficace qu’en prophylaxie 
toutefois), montrant l’utilité potentielle de traiter les patients après un infarctus du myocarde avec 
un inhibiteur de chymase (JIN et al., 2003). Le traitement au TEI-E548 montre aussi une 
amélioration de la survie alors qu’il est débuté 24 heures après l’induction de l’IMA (HOSHINO 
et al., 2003). De plus, le TY-51184 améliore la survie chez le chien subissant l’IMA, en inhibant 
le développement de l’arythmie due à l’Ang-II (JIN et al., 2004). La spécificité de ces inhibiteurs 
n’a pas été testée sur d’autres enzymes de souris exprimant une activité chymase, comme la 
mMCP-1 et l’élastase-2 pancréatique, qui montrent des profils enzymatiques similaires (SANTOS 
et al., 2002, ANDERSSON et al., 2008b). Dans le premier article de cette thèse, nous avons montré 
qu’il n’y a pas de compensation par l’expression de mMCP-1 (HOUDE et al., 2013). L’effet de la 
répression spécifique de la mMCP-4 indique que l’effet de ces inhibiteurs est sur l’activité 
chymase principalement. 
La chymase étant une enzyme dont l’activité est principalement extracellulaire, nous avons 
utilisé une approche glycoprotéomique afin d’analyser les changements protéomiques 
extracellulaires entre les souris WT et mMCP-4-/-. Nous avons détecté près de 1000 protéines, 
principalement extracellulaires, mitochondriales et structurelles des cardiomyocytes. 37 ont été 
mesurées à des niveaux différents entre les animaux infarcis des deux génotypes (13 autres l’étaient 
aussi dans les souris soumises à la chirurgie contrôle). Cette liste des protéines variant entre nos 
groupes est différente de celle publiée récemment par DeLeon-Pennell et collaborateurs, peut-être 
à cause des différentes méthodes d’extraction utilisées (DELEON-PENNELL et al., 2016). Dans 
nos essais, nous n’avons pu détecter des glycoprotéines telles que la MMP-9, substrat bien connu 
de la chymase, alors que les niveaux de fibronectine ne varient pas entre les ventricules gauches 
WT et mMCP-4-/-. Ce dernier résultat est surprenant, le rôle de la chymase dans la dégradation de 
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la fibronectine dans l’infarctus du myocarde étant retrouvé dans plusieurs études (PAT et al., 2010, 
OYAMADA et al., 2011). La dégradation de la fibronectine par la chymase est peut-être 
compensée par la hausse de l’expression de cette protéine de la matrice dans la zone infarcie lors 
de l’infarctus du myocarde (KNOWLTON et al., 1992). Les mastocytes cardiaques possèdent 
cependant une autre protéase capable de dégrader la fibronectine : la mMCP-5, qui est toujours 
présente dans les souris mMCP-4-/- (STEVENS et al., 2017). Un des avantages pro-survie des 
souris CD39-/- est l’augmentation marquée des niveaux de fibrine myocardiaque 4 jours après la 
chirurgie (SUTTON et al., 2017). Nous n’avons pas observé de hausse de fibrinogène dans nos 
essais, mais l’analyse glycoprotéomique ne peut distinguer entre cette protéine plasmatique et la 
fibrine qui en est dérivée. Un autre candidat est cependant apparu : l’ApoA1 est augmentée dans 
les cœurs des souris infarcies mMCP-4-/-, mais pas les souris SHAM. L’ApoA2 montre aussi une 
tendance vers la hausse, sans atteindre cependant la significativité statistique. Ces deux 
lipoprotéines sont des substrats bien établis de la chymase (LINDSTEDT et al., 1996, LEE et al., 
2002). La chymase clive l’extrémité C-terminale de l’ApoA1, inhibant l’efflux de cholestérol 
participant potentiellement au développement de la dyslipidémie et de l’athérosclérose 
(LINDSTEDT et al., 2001b, LEE-RUECKERT et al., 2011). De plus, l’activité de la chymase sur 
l’ApoA1 réduit son activité anti-inflammatoire (NGUYEN et al., 2016), ce qui peut aider à 
expliquer nos résultats dans des souris normolipidémiques. Nos résultats ont aussi montré une 
hausse marquée de la chaîne légère de la myosine MLC1/MLC3 (Myl1), une isoforme 
principalement présente dans le muscle squelettique. Par contre, le très haut ratio (Log2 7.52) est 
probablement dû à une mesure proche du seuil de détection. L’inhibition de la chymase protège 
contre la perte des cardiomyofibrilles dans un modèle de chien de régurgitation mitrale (PAT et 
al., 2010), ce qui pourrait être illustré par notre mesure de la hausse de la chaine  de la 
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tropomyosine ainsi que nos résultats histochimiques. Ainsi, cette hausse de mesure de protéines 
musculaires corrèle avec la baisse de la zone infarcie observée dans les souris mMCP-4-/-. En 
contrepartie, nous avons aussi observé une légère diminution de la téléthonine qui a atteint la 
significativité statistique. Ces deux protéines sont les seuls marqueurs du myocarde qui ont été 
significativement altérés par la délétion de la mMCP-4 dans les souris ayant subi l’IMA. 
Notre étude fonctionnelle a été effectuée durant la phase inflammatoire de l’infarctus, très tôt 
après la chirurgie. Dans le hamster, l’inhibition de la chymase par le TEI-E548 n’a aucun effet sur 
la fraction d’éjection et la taille de l’infarctus 3 et 5 semaines après la chirurgie, même si une 
amélioration de l’hypertrophie et de la contractilité cardiaque a été mesurée. Par contre, cette étude 
a observé une augmentation de la survie des hamsters ; les essais ont donc été effectués sur les 
hamsters survivants seulement (HOSHINO et al., 2003). D’un autre côté, la fonction diastolique 
et la fibrose sont améliorées par le NK3201 4 semaines après la ligature permanente de l’artère 
coronaire LAD chez le rat (KANEMITSU et al., 2006). Cette étude n’a pas trouvé d’amélioration 
dans la fraction d’éjection. La fonction cardiaque n’a pas été affectée par l’absence de la mMCP-4 
non plus après 14 jours (NGKELO et al., 2016). L’amélioration de la dilatation cardiaque et de la 
fraction d’éjection, dans nos souris mMCP-4-/-, semble similaire dans les souris SHAM et les souris 
IMA, même si seuls les changements dans les souris IMA ont atteint la significativité statistique. 
L’amélioration de la survie causée par la délétion de CD39 n’est pas due à l’augmentation de la 
fraction d’éjection, et la mélusine n’améliore que faiblement (mais significativement) la fonction 
cardiaque et la dilatation ventriculaire (UNSOLD et al., 2014, SUTTON et al., 2017). Il est donc 
possible que l’absence de la chymase améliore la survie des souris par la protection de l’intégrité 
ventriculaire plus que par l’amélioration de la fonction cardiaque. 
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Les cibles de la mMCP-4 dans notre modèle demeurent à être définies. Nous avons montré la 
possibilité de l’implication de l’ApoA1 plus haut. Le substrat le mieux connu de la chymase est 
l’Ang-I. L’inhibition de l’activité du système de l’angiotensine est une stratégie clinique largement 
utilisée dans le traitement de pathologies cardiovasculaires comme l’infarctus du myocarde 
(SAWHNEY, 2011). Le traitement avec des inhibiteurs de l’enzyme de conversion de 
l’angiotensine mène à une réduction temporaire des taux circulants d’Ang-II, suivie d’un retour à 
des niveaux très près des taux prétraitement (BIOLLAZ et al., 1982, MENTO & WILKES, 1987). 
La situation est similaire dans le cœur de la souris, et peut être contrée par l’inhibition de la 
chymase (WEI et al., 2010). Les études d’IMA chez le hamster, mentionnées plus haut, montrent 
une réduction de l’Ang-II causée par les inhibiteurs de chymase (JIN et al., 2002, JIN et al., 2003). 
Par contre, l’étude clinique VALIANT (VALsartan In Acute myocardial INfarcTion) n’a montré 
aucun bénéfice de l’utilisation d’un ARA, le valsartan, par rapport à un inhibiteur de l’ECA, le 
captopril chez les patients atteints d’un infarctus du myocarde. De plus, la combinaison des deux 
traitements n’a pas montré de bénéfice, mais a augmenté les risques d’effets secondaires 
(PFEFFER et al., 2003). Chez la souris en IR, Tejada et collaborateurs ont montré le bénéfice de 
la combinaison de l’inhibition de la chymase (par la répression de la mMCP-4) et de l’ECA, mais 
aucun bénéfice de la combinaison ARA-iECA, suggérant que les bénéfices de l’inhibition de la 
chymase passe par d’autres cibles, tel que le suggère l’étude de l’IMA chez le rat (KANEMITSU 
et al., 2006, TEJADA et al., 2016). 
L’étude de Tejada et collègues propose que le clivage du facteur de croissance similaire à 
l’insuline-1 (IGF-1, insulin-like growth factor-1) est responsable du rôle pathologique de la 
mMCP-4 dans leur modèle d’IR (TEJADA et al., 2016). L’IGF-1 est un facteur pro-survie des 
cardiomyocytes, dont les niveaux plasmatiques semblent corréler avec le risque de nouveaux 
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événements cardiaques après un infarctus du myocarde chez l’humain (BOURRON et al., 2015). 
Le traitement aigu de l’infarctus avec l’IGF-1, ou sa combinaison avec un traitement de cellules 
souches, améliore les paramètres cardiaques (DAVIS et al., 2006, O'SULLIVAN et al., 2011). Son 
administration chronique après l’IMA améliore le débit cardiaque mais augmente l’hypertrophie 
chez le rat (DUERR et al., 1995). Par contre, le traitement de patients avec une cardiomyopathie 
dilatée par l’hormone de croissance humaine cause une hypertrophie du myocarde sans bénéfice 
fonctionnel. Cette hypertrophie est corrélée avec les taux sériques d’IGF-1, un effecteur important 
de l’hormone de croissance (OSTERZIEL et al., 1998). De plus, l’administration intraveineuse 
d’IGF-1 peut causer plusieurs effets secondaires comme l’œdème, la tachycardie et une 
hypotension orthostatique (JABRI et al., 1994). Ainsi, la stratégie d’augmenter la concentration 
cardiaque d’IGF-1 en inhibant sa dégradation locale est intéressante. L’IGF-1, comme la Big ET-1, 
possède plusieurs sites de clivage potentiel par une enzyme de type chymotrypsine, dont un site 
Tyr31-Gly32 (TAKAOKA et al., 1990, ANDERLE et al., 2002). Ce site, dans l’IGF-1, se retrouve 
dans une boucle externe flexible du polypeptide formant un tournant  de type II, le rendant 
possiblement accessible à une protéase (BRZOZOWSKI et al., 2002), et nos essais montrent que 
la mMCP-4 clive l’IGF-1 à cet endroit. Par contre, la grande concentration de mMCP-4 requise 
pour dégrader l’IGF-1 dans notre étude (concentration menant à une dégradation non-spécifique 
de la Big ET-1 dans nos essais), et celle de Tejada et collaborateurs, ne nous permettent pas de 
conclure que c’est l’enzyme impliquée dans la dégradation de l’IGF-1. Nos résultats n’invalident 
pas les conclusion de Tejada et collaborateurs non plus, car la chymase peut être présente en très 
grande concentration in situ aux sites de dégranulation des mastocytes (WERNERSSON & 
PEJLER, 2014), mais peuvent suggérer un mécanisme indirect. Tejada et al. ont aussi mesuré une 
diminution de l’expression du TGF- dans leur modèle d’IR chez la souris mMCP-4-/- (TEJADA 
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et al., 2016). L’inhibition de la chymase dans l’IMA chez le rat supporte aussi une activité de la 
chymase indépendante de l’Ang-II mais dépendante de l’activation du TGF-β (KANEMITSU et 
al., 2006), suggérant de nouvelles explications pour les bénéfices de l’inhibition de la chymase en 
infarctus du myocarde, du moins chez le rongeur.  
Nous avons aussi mesuré une hausse des niveaux d’ET-1 pulmonaires dans les souris WT 
1 jour suivant l’infarctus. Par contre, les taux d’ET-1 dans le ventricule gauche cardiaque n’ont 
pas changé. Ces résultats concordent avec ceux obtenus 3 semaines après l’infarctus chez le rat 
(SIRVIO et al., 1997). L’ET-1 est un facteur protecteur lors de l’infarctus du myocarde in vivo. 
En effet, l’antagonisme du récepteur ETA, surtout s’il est combiné à celui du récepteur ETB, réduit 
la survie et aggrave le remodelage du myocarde, contribuant à l’amincir et le rendre plus fragile 
après l’infarctus (NGUYEN et al., 1998, NGUYEN et al., 2001). Cet effet semble surtout être 
important dans les jours et semaines suivant l’infarctus, le traitement de rats débutant 4 mois après 
la ligature de l’artère coronaire LAD avec un antagoniste ETA réduisant l’enflure pulmonaire et 
cardiaque tout en gardant la pression artérielle systolique aux niveaux normaux (VETTER et al., 
2006). Le début du traitement avec un antagoniste ETA dix jours après l’infarctus améliore aussi 
la survie, le remodelage et la fonction cardiaque chez le rat (SAKAI et al., 1996). L’infarctus du 
myocarde peut mener à l’hypertension pulmonaire, un phénomène où les niveaux d’ET-1 
pulmonaire sont augmentés par l’intermédiaire de HIF-1α (VON LUEDER et al., 2004, KANG et 
al., 2011). Par contre, le blocage des récepteurs à l’ET-1 n’améliore pas les paramètres 
pulmonaires dans les modèles animaux. Ainsi, comme pour la fonction cardiaque, le blocage de la 
synthèse d’ET-1 par la chymase serait une meilleure approche pharmacologique afin de prévenir 
cette complication de l’infarctus du myocarde (NGUYEN et al., 2000, JIANG et al., 2011). 
Comme la répression de la chymase n’affecte pas les niveaux ventriculaires gauches cardiaque 
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d’ET-1, que ce soit endogène (HOUDE et al., 2013), après une chirurgie SHAM ou la ligature de 
l’artère coronaire LAD, l’inhibition de la chymase a le potentiel de bloquer le système 
endothélinergique pulmonaire sans empêcher ses actions bénéfiques sur le cœur après l’IMA.  
 
12.5 L’inhibition de la chymase comme cible pharmacologique 
L’inhibition de l’activité de l’ET-1 est une indication clinique dans le traitement de 
l’hypertension artérielle pulmonaire. Le bosentan, antagoniste mixte, est aussi utilisé pour traiter 
les ulcères digitaux secondaires à la sclérodermie. Les antagonistes des récepteurs 
endothélinergiques ont par contre raté leurs objectifs dans le traitement de plusieurs pathologies 
comme l’insuffisance cardiaque, l’hypertension artérielle résistante, la néphropathie diabétique et 
le cancer. Dans toutes ces pathologies, l’antagonisme du système endothélinergique a pourtant 
montré ses bénéfices dans les modèles pré-cliniques. Une grande faiblesse des antagonistes réside 
dans leurs effets secondaires, principalement au niveau de la rétention d’eau et au niveau hépatique 
pour les sulfonamides comme le bosentan (BATTISTINI et al., 2006, KOHAN et al., 2012). 
Une autre stratégie pour inhiber l’activité du système de l’ET-1 réside dans l’inhibition de sa 
synthèse. L’expression de l’ECE est augmentée dans nombreuses situations pathologiques, 
corrélant avec les hausses des niveaux d’ET-1. Les inhibiteurs spécifiques de l’ECE sont peu 
nombreux. La plupart inhibent aussi la NEP, métalloprotéase très similaire. Le CGS 35066 possède 
une des meilleures spécificités envers l’ECE, mais il reste difficile d’atteindre une dose efficace 
qui n’inhibe pas la NEP. D’autres inhibiteurs existent, comme le SM-19712 (UMEKAWA et al., 
2000) ou le FR901533 (WADA et al., 1999) qui ont montré des potentiels dans des modèles 
d’ischémie-reperfusion. Cependant, peu d’études ont confirmé l’effet de l’inhibition spécifique de 
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l’ECE avec ces outils. L’inhibition combinée de l’ECE et de la NEP pourrait bloquer tout le 
système de synthèse d’ET-1. Par contre, bloquer la conversion de la Big ET-1 en ET-1 par l’ECE 
peut être néfaste lors de l’infarctus (TAWA et al., 2011). De plus, l’inhibition de la NEP a déjà été 
testée en clinique. L’omeprilat est un inhibiteur mixte ECA/NEP, bloquant ainsi la synthèse 
d’Ang-II mais surtout préservant l’ANP (cible de la NEP) et la BK (dégradée par la NEP et l’ECA). 
L’omeprilat fut cependant retiré des tests cliniques en raison de ses effets secondaires. 
L’angioedème, résultant de l’accumulation de la BK, est une conséquence sérieuse consistant au 
gonflement de la langue et des tissus autour des voies respiratoires. L’hypotension symptomatique 
était aussi un problème. L’omeprilat consistue donc une mise en garde contre l’utilisation 
d’inhibiteurs de la NEP en clinique. Une version différente de la même stratégie, combinant un 
ARA à un inhibiteur de NEP, a cependant été récemment approuvée par la Food and Drug 
Administration aux États-Unis. Cette version présente les mêmes effets secondaires, mais moins 
fréquents (HUBERS & BROWN, 2016). 
Notre étude suggère donc que l’inhibition de la chymase pourrait constituer une voie 
alternative pour limiter l’activité du système endothélinergique. Bien que la chymase puisse aussi 
cliver la Big ET-2 et la Big ET-3 (NAKANO et al., 1997), aucune étude n’a montré son importance 
dans le métabolisme de ces deux autres isoformes du système endothélinergique. La co-répression 
de l’ECE-1 et de l’ECE-2 diminue les niveaux d’ET-3 dans les fœtus de souris de 90 %, suggérant 
que la chymase n’a pas un grand impact sur la synthèse de ce peptide à ce stade de développement 
de l’animal (YANAGISAWA et al., 2000). Ainsi, contrairement aux antagonistes des récepteurs 
de l’ET-1 et aux inhibiteurs de l’ECE, l’inhibition de la chymase permettrait potentiellement de 
cibler l’ET-1 spécificiquement. 
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L’activité de la chymase n’est pas spécifique à la Big ET-1. Son substrat le mieux caractérisé 
est l’Ang-I. En fait, la chymase semble plus importante que l’ECA pour la synthèse d’Ang-II dans 
le myocarde, la paroi des artères ainsi que la génération d’Ang-II intracellulaire dans les 
cardiomyocytes en conditions pathologiques (MIYAZAKI et al., 2006b, FERRARIO et al., 
2016b). Dans ce dernier cas, la chymase pénètre dans la cellule par un mécanisme dynamine-
dépendant (ZHENG et al., 2014). La chymase participe aussi à l’activation du TGF-β, facteur 
pro-fibrotique participant au remodelage et à la fibrose cardiaque, artérielle et rénale dans de 
nombreuses pathologiques (TAKAI & JIN, 2016). En plus d’empêcher l’activation de ces facteurs 
pathologiques, l’inhibition de la chymase permettrait d’empêcher l’activation de gélatinases 
comme la MMP-9 ainsi que la dégradation pathologique de la matrice extracellulaire 
(OYAMADA et al., 2011). 
L’inhibition de la chymase permet donc de limiter l’inflammation et la fibrose dans de 
nombreux modèles pathologiques. Comme le montrent les études avec les antagonistes des 
récepteurs à l’ET-1, la traduction de ces résultats à la clinique n’est pas garantie (BATTISTINI et 
al., 2006, KOHAN et al., 2012). Néanmoins, plusieurs facteurs militent pour l’efficacité et 
l’innocuité des inhibiteurs de chymase chez l’humain. La chymase est une enzyme présente en 
conditions physiologiques, mais particulièrement en situations entraînant la dégranulation des 
mastocytes. Son inhibition pourrait ainsi se situer principalement dans les tissus affectés, sans 
toucher à des tissus sains qui n’expriment que peu la chymase, comme le rein. De plus, il existe 
des différences catalytiques pouvant améliorer l’efficacité d’un inhibiteur de chymase chez 
l’humain par rapport aux modèles animaux. Par exemple, la chymase humaine n’a aucune activité 
angiotensinase envers le lien Phe4-Ile5 (KUNORI et al., 2005). De plus, contrairement à la 
mMCP-4, elle ne peut pas non plus dégrader le TNF-α (PILIPONSKY et al., 2012, FU et al., 
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2017). Ainsi, les inhibiteurs de chymase n’interféreraient pas avec la dégradation de ces facteurs 
pro-inflammatoires. 
Notre étude a montré que l’absence de la mMCP-4 réduit l’étendue des lésions 
athérosclérotiques, mais uniquement dans les stades moins avancés. Ce résultat réduit la portée 
thérapeutique de l’inhibition de la chymase. En effet, comme l’athérosclérose est une pathologie 
au développement très lent, pouvant durer plusieurs décennies, il serait impratique de commencer 
à traiter tous les potentiels patients dès leur trentaine d’années, très longtemps avant l’apparition 
des premières complications. De plus, l’efficacité serait mitigée par le fait que l’étalement des 
lésions est rattrappé plus tard dans le développement de la pathologie. À ce titre, l’antagonisme 
des récepteurs de l’ET-1, par le macitentan dans notre étude ou par un antagoniste ETA 
(RAICHLIN et al., 2008, RERIANI et al., 2010), serait plus efficace. Par contre, le même 
inconvénient, soit celui de traiter des patients asymptomatiques pendant des décennies avant 
l’arrivée des premiers symptômes, est présent. 
La stratégie de l’utilisation d’inhibiteurs de la chymase serait donc de stabiliser la lésion 
lorsqu’elle est plus avancée. Dans notre modèle, les souris mMCP-4-/- ont montré des signes d’une 
lésion plus stable, des résultats aussi observés lors de l’inhibition de la chymase dans des souris 
où la lésion a été artificiellement déstabilisée (BOT et al., 2011). L’inhibition de la chymase inhibe 
aussi la formation d’anévrismes aortiques (SUN et al., 2009), dont la rupture est souvent léthale 
en clinique, avec un taux de mortalité dépassant les 50 % lorsqu’elle se passe chez des patients 
déjà hospitalisés (KARTHIKESALINGAM et al., 2014). Les rats spontanément hypertendus 
susceptibles à un accident vasculaire cérébral (AVC) (SP-SHR, stroke-prone spontaneously 
hypertensive rats) meurent principalement d’un AVC hémorragique. L’inhibition de la chymase 
par le TY-51469 n’a pas réduit le taux d’AVC hémorragique dans ces rats, mais l’a 
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significativement retardé, sans modifier la pression artérielle systémique (TAKAI et al., 2014). 
L’antagonisme du récepteur ETA a un effet similaire dans le même modèle (TOUYZ et al., 2000), 
alors que l’agonisme de ETB a un effet bénéfique dans des modèles d’AVC ischémique 
(LEONARD & GULATI, 2013). Si l’activité chymase est spécifique à la synthèse d’ET-1 sans 
affecter celle de l’ET-3 (YANAGISAWA et al., 2000), son inhibition peut ainsi mieux préserver 
les bénéfices de l’activation du récepteur ETB tout en inhibant les effets néfastes de l’activation du 
récepteur ETA. 
Notre étude s’est intéressée à une autre complication cardiovasculaire de l’athérosclérose, 
l’infarctus du myocarde. Dans nos souris, la ligature de l’artère coronaire LAD a provoqué le décès 
de 9 des 15 souris WT intégrées à la courbe de survie. L’autopsie de ces souris a montré qu’elles 
avaient toutes subi une rupture du mur libre du ventricule gauche. Cette complication est la plus 
grave de l’infarctus, car elle mène directement à une tamponnade cardiaque par l’accumulation de 
sang dans le péricarde. Cette tamponnade cause l’effondrement de la pression artérielle et de la 
perfusion des tissus, menant à la mort des souris. Chez l’humain, l’incidence de la rupture varie 
entre 1 et 4 % des patients atteints d’un infarctus du myocarde, mais compte pour environ 20 % 
des décès, ce qui en fait la 2e cause de mortalité due à l’infarctus du myocarde, après la défaillance 
cardiaque (FIGUERAS et al., 2000). Ces pourcentages pourraient être plus importants (incidence 
hors-hôpital de 30 %), car l’absence d’autopsie de morts subites hors-hôpital pourrait cacher 
plusieurs cas (HUTCHINS et al., 2002). La reperfusion est le moyen le plus efficace de prévenir 
la rupture du ventricule, ainsi cette complication n’est pas présente dans les modèle animaux d’IR. 
Comme dans nos souris, la rupture se manifeste dans la 1re semaine suivant l’infarctus 
(FIGUERAS et al., 2000). 
 259 
Une seule souris mMCP-4-/- infarcie est décédée avant la fin de la courbe de survie, de cause 
inconnue. Ainsi, l’absence de la mMCP-4 a prévenu l’amincissement de la paroi ventriculaire au 
site d’infarctus et la rupture. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus d’autres souris 
surexprimant la mélusine ou présentant une déficience en CD39 (UNSOLD et al., 2014, SUTTON 
et al., 2017). La chymase est un activateur important de la MMP-9 dans le cœur (OYAMADA et 
al., 2011). L’absence de celle-ci ou son inhibition par TIMP-1 prévient la rupture ventriculaire et 
réduit le remodelage de celui-ci, à court et à long terme (HEYMANS et al., 1999, DUCHARME 
et al., 2000). L’inhibition de la chymase permettrait ainsi d’empêcher l’activation de la MMP-9, 
ce qui peut expliquer l’impact assez important de son inhibition sur la survie à l’infarctus. Comme 
pour la mélusine et l’absence de la CD39, les bénéfices de l’inhibition de la chymase concernent 
plus le remodelage ventriculaire que la préservation de la fonction cardiaque. Nos résultats, 
combinés avec l’amélioration de la stabilité des lésions athérosclérotiques, suggèrent donc que 
l’inhibition de la chymase serait une stratégie bénéfique lors du traitement des patients à risques 
d’accidents vasculaires coronariens, prévenant la rupture des lésions et préservant l’intégrité du 
muscle cardiaque si une lésion cède.  
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13 CONCLUSIONS 
Dans le cadre de cette étude, nous avons démontré le rôle de la mMCP-4 dans l’activité 
biologique de la Big ET-1, identifiant cette protéase mastocytaire comme la chymase responsable 
de la production d’ET-1 (1-31) chez la souris. De plus, en utilisant les souris déficientes pour la 
mMCP-4, nous avons pu corroborer les résultats obtenus précédemment dans le laboratoire 
(SIMARD et al., 2009), illustrant le rôle important de la mMCP-4 dans la réponse hémodynamique 
à la Big ET-1 chez la souris sans affecter la réponse à l’ET-1 (1-31) ou l’ET-1, ainsi que dans la 
synthèse d’ET-1 dans les poumons. 
Nous avons ensuite montré que l’inhibition de la mMCP-4 était un objectif souhaitable dans 
le cadre de deux pathologies cardiovasculaires. L’antagonisme des récepteurs à l’endothéline par 
le macitentan a été plus efficace pour réduire l’étendue des lésions de l’athérosclérose plus 
avancée, mais la délétion de la mMCP-4 a été supérieure pour réduire les marqueurs d’instabilité 
de la lésion avancée de l’artère brachiocéphalique. L’absence de la mMCP-4 a de plus grandement 
augmenté les chances de survie des souris suite à la ligature permanente de l’artère coronaire 
antérieure descendante gauche, les protégeant contre l’amincissement et la rupture du ventricule 
gauche et améliorant leur fonction cardiaque.  
Toutes ces études ont permis d’établir la mMCP-4 comme étant l’enzyme responsable des 
effets des inhibiteurs de chymase utilisés dans différents modèles animaux. L’effet combiné de 
l’inhibition de l’activité de la mMCP-4 sur la synthèse de l’ET-1, le développement de l’instabilité 
de la plaque athérosclérotique et l’infarctus du myocarde pouvant résulter de la rupture de celle-ci, 
nous proposons que l’inhibition de la chymase est un objectif souhaitable dans le traitement des 




Nos études sur le métabolisme de la Big ET-1 par la mMCP-4 ont été effectuées sur des souris 
saines. Dans ces souris, au contraire de leurs homologues pulmonaires impliqués dans la synthèse 
d’ET-1 endogène, les mastocytes cardiaques sont généralement en état de repos, ne relâchant que 
peu de chymase dans le milieu interstitiel. Par exemple, le cœur de souris ne produit de l’Ang-II 
par la chymase que lorsque l’ECA est inhibée, un traitement courant en clinique (WEI et al., 2010). 
Il serait ainsi intéressant de déterminer la contribution de la chymase sur la réponse à la Big ET-1 
dans ces conditions pathologiques impliquant une plus grande dégranulation des mastocytes 
vasculaires, par exemple dans les souris ayant subi l’infarctus du myocarde. 
Tout comme son action sur la Big ET-1, la chymase peut aussi produire l’ET-2 (1-31) et 
l’ET-3 (1-31) in vitro (NAKANO et al., 1997). Par contre, l’impact de l’inhibition de la chymase 
sur l’activité biologique de la Big ET-2 et de la Big ET-3 est inconnu. L’impact de la répression 
de la chymase sur l’activité de la Big ET-3 pourrait être particulièrement intéressant au niveau du 
système nerveux central. Les mastocytes et la chymase y sont présents, étant potentiellement 
néfastes pour la sclérose en plaques (DESBIENS et al., 2016) mais bénéfiques dans un 
traumatisme crânien (HENDRIX et al., 2013, NELISSEN et al., 2014). Nos essais montrent aussi 
une présence résiduelle de l’ET-1 (1-31) plasmatique, et nous pourrions tenter de déterminer la 
source de ce peptide dans les souris mMCP-4-/- en utilisant des inhibiteurs de protéases de type 
chymotrypsine, comme le TY-51469 et l’inhibiteur I de la cathepsine G, par exemple. 
Les résultats obtenus en athérosclérose et en infarctus sont les premières études utilisant les 
souris mMCP-4-/- dans ces modèles. Dans le cas de l’athérosclérose, il serait intéressant de pousser 
l’étude de la lésion de l’artère brachiocéphalique, et d’évaluer si l’inhibition de la chymase par le 
TY-51469 produit les mêmes effets que la répression génique de la mMCP-4 afin d’aider la 
 262 
transition vers le traitement clinique. De plus, pour l’athérosclérose, l’utilisation d’un antagoniste 
spécifique ETA permettrait de comparer son effet avec celui du macitentan sur la stabilité de la 
lésion de l’artère brachiocéphalique. 
Enfin, comme pour l’athérosclérose, l’inhibition de la chymase par le TY-51469 permettrait 
de confirmer chez la souris les résultats obtenus chez le hamster et le rat avec un traitement 
pharmacologique plutôt que génétique. De plus, l’étude à plus long terme des effets de la 
répression de la mMCP-4 sur les souris survivantes permettrait de mieux évaluer le pronostic après 
la phase inflammatoire de l’infarctus sur les souris, où le bénéfice des inhibiteurs de la chymase 
semble incertain pour le moment. L’analyse des cibles de la chymase de ce modèle, comme par 
exemple les cytokines impliquées, permettrait de mieux comprendre le mécanisme d’action de la 
chymase dans la pathologie de l’infarctus du myocarde. Enfin, il serait intéressant de nous 
rapprocher du modèle humain, où l’infarctus survient généralement chez des patients plus âgés 
atteints de maladies coronariennes, par l’induction de l’IMA dans des souris ApoE-/-, et 
ApoE-/-/mMCP-4-/-, âgées de plus de 50 semaines. Leurs lésions coronaires ne sont pas aussi 
avancées que celles présentes dans le cœur humain, mais le volet hyperlipidémique et 
inflammatoire serait plus proche de la réalité. De plus, il y aurait la présence de lésions dans 
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